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Referat 
Adipöse  Patienten  und  Typ‐2‐Diabetiker  zeigen  ein  erhöhtes  Risiko  für 
Harnwegsinfekte. Die Ursache der höheren Prävalenz ist noch nicht nachhaltig geklärt. 
Bekannt ist, dass Typ‐2‐Diabetiker erhöhte Konzentrationen freier Fettsäuren (FFA) im 
Blut aufweisen. Der veränderte Fettstoffwechsel könnte neben bakteriellen Ursachen 
ein möglicher Grund für abakterielle Entzündungsreaktionen der Harnblase sein.  
Zur  Prüfung  dieser  Hypothese  wurden  zeit‐  und  konzentrationsabhängig  kultivierte 
humane  Detrusormyozyten,  im  Vergleich  zur  Lipopolysaccharid  (LPS)  induzierten 
Entzündungsreaktion,  mit  der  FFA  Palmitat  stimuliert.  Es  wurde  geprüft,  ob  eine 
autokrine und/oder endokrine Regulation des IL‐6‐Signalwegs vorliegt.  
Im Fokus standen  insbesondere die  IL‐6‐ und MCP‐1‐Expression und deren möglichen 
regulatorischen Proteine gp80, gp130, NF‐κB, STAT3, SOCS3 und MEK1.  
Die  Stimulationsversuche  mit  LPS  und  Palmitat  zeigen  einen  differenten  zeit‐  und 
konzentrationsabhängigen Effekt auf die  IL‐6‐ und MCP‐1‐Expression  in den humanen 
Detrusormyozyten.  LPS  und  Palmitat  induzieren  eine  zeitabhängige  autokrine 
Regulation  der  IL‐6‐Signalkaskade  über  phosphoryliertes  STAT3  und  Feedback‐
mechanismen  via  SOCS3.  Sowohl  LPS  als  auch  Palmitat  bewirken  über  48h  eine 
mögliche endokrine Regulation des IL‐6‐Signalwegs.  
Zusammenfassend  zeigt  die  Palmitatstimulation  zeit‐  und  konzentrationsabhängig 
einen stärkeren Effekt auf die IL‐6‐Signalwirkung als die Stimulation mit LPS. 
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1.   Hintergrund und Ziel der Arbeit 
 
Die  Harnblase  (Vesica  urinaria)  ist  ein muskuläres  Hohlorgan  und  dient  als  Teil  des 
Harntrakts der Zwischenspeicherung des Urins.  
Neben  dem  Blasenkarzinom  sind  Blasenentzündungen  (Zystitiden)  die  häufigsten 
Erkrankungen der Harnblase. Die Inzidenz für Blasenentzündungen ist bei Frauen höher 
als  bei Männern  (25,  77).  Aufgrund  der  anatomischen  Verhältnisse  (kurze weibliche 
Harnröhre, Nähe der äußeren Harnröhrenöffnung zur Vagina und zum After) wird eine 
Keimaszension bei Frauen begünstigt (52, 61). Etwa 20‐30 % der erwachsenen Frauen 
(20‐40  Jahre)  haben  ein‐  oder  mehrmals  pro  Jahr  eine  Episode  dysurischer 
Beschwerden, davon entspricht die Hälfte einer akuten Zystitis (22, 52). Mit dem Alter 
gleicht sich die geschlechtsspezifische Prävalenz zunehmend an. Ursächlich scheint das 
vermehrte Auftreten einer benignen Prostatahyperplasie beim älteren Mann, mit den 
dadurch bedingten obstruktiven Miktionsbeschwerden (7, 55). 
Infektionen  der  Harnwege  (urinary  tract  infection,  UTI)  werden  u.  a.  durch  das 
gramnegative Bakterium Escherichia coli initiiert (50). Verschiedene Studien zeigen, das 
Lipopolysaccharide  (LPS), Oberflächenmoleküle der äußeren Membran gramnegativer 
Bakterien,   Entzündungen hervorrufen und zur Expression verschiedener Zytokine wie 
TNF‐α,  IL‐1β,  IL‐6,  IL‐8  und MCP‐1  führen  (5,  26,  79).  Bouchelouche  et  al.  (10,  11) 
belegen  in  ihren Untersuchungen nach Stimulation mit TNF‐α und IL‐1β, dass v. a. die 
Zytokine IL‐6 und MCP‐1 sowohl in der Modulation immunologischer Prozesse als auch 
in der direkten zellulären Signalkaskade der Detrusormyozyten eine bedeutende Rolle 
spielen.  
 
Eine Differentialdiagnose der Harnblaseninfektion stellt die Interstitielle Zystitis (IC) als 
abakterielle  Infektion  dar.  Auch  das  Syndrom  der  Überaktiven  Blase  (overactive 
bladder, OAB; Reizblase) wird  von erhöhten  inflammatorischen Parametern begleitet 
(87)  und  ist  nicht  durch  eine mikrobielle  Pathophysiologie  erklärbar  (82).  Die  IC  ist 
durch  chronische  Entzündungen  der  transmuralen  Schichten  der  Harnblasenwand 
geprägt (49, 71). Im Vordergrund der Symtomatik stehen starke Schmerzen im Bereich 
des Beckens und der Harnblase sowie  imperativer Harndrang und Pollakisurie (59, 60, 
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66).  Im  Spätstadium  vernarbt  die  Blasenwand  und  die  Blasenmuskulatur  bildet  sich 
zurück (Schrumpfblase) (30, 71).  
Mehrere Autoren beobachten sowohl bei IC‐ als auch bei OAB‐Patient(inn)en statistisch 
relevant  erhöhte  IL‐6‐  und MCP‐1‐Konzentrationen  im Urin  (1,  57,  58,  72,  87). Dies 
spricht für eine Entzündungsreaktion ohne bakterielle Infektion. 
 
Die Pathomechanismen abakterieller Zystitiden  sind weitgehend unbekannt. Auffällig 
ist,  dass  UTI  häufiger  bei  Patienten  mit  T2DM  als  bei  Patienten  mit  normalem 
Glukosestoffwechsel auftreten (8, 84). Die Mechanismen, die dieser höheren Prävalenz 
zu Grunde  liegen,  können  sowohl primär die Harnblase betreffen  als  auch  sekundär 
durch Stoffwechsel bedingte Anpassungen getriggert werden. Es  ist bekannt, dass die 
Expression von Zytokinen wie  IL‐6 und MCP‐1 beim T2DM  im Blut erhöht  ist  (33, 69) 
und die Stimulation mit gesättigten Fettsäuren, wie Palmitat, die Zytokinexpression in 
unterschiedlichen Zelltypen forcieren kann (83, 89, 92).  
 
Die  vorliegende  Arbeit  beschreibt  Eingangs  den morphologischen  und  strukturellen 
Aufbau  der  Harnblasenwand,  um  ferner  die  immunologische  Reaktion  kultivierter 
humaner Detrusormyozyten nach  Stimulation mit der  gesättigten  Fettsäure Palmitat 
zu analysieren. Im Vergleich der immunologischen Reaktion auf ein abakterielles Agens 
(Palmitat) mit  einem  bakteriellen  Stimulus wurden  die  humanen  Detrusormyozyten 
mit  LPS,  Oberflächenmoleküle  gramnegativer  Bakterien,  stimuliert.  Da  die 
Detrusormuskulatur  den  größten  Anteil  im  funktionellen  Verband  der  komplex 
aufgebauten  Harnblasenwand  darstellt,  wurden  die  Stimulationsexperimente  an 
subkultivierten  Detrusormyozyten  durchgeführt.  Des  Weiteren  sollten  mögliche 
autokrine  und  endokrine  Regulationsmechanismen  der  IL‐6‐Signalkaskade  als 
therapeutische Ansatzpunkte  in der Behandlung der abakteriellen Zystitis  identifiziert 
werden.  Hierbei  ist  zu  berücksichtigen,  dass  im  Zellkultursystem  eine  mögliche 
endokrine  Regulation  angenommen  werden  kann,  wenn  durch  die  Stimulation  ein 
kumulativer  Effekt  der  IL‐6‐  und  MCP‐1‐Konzentration  im  Zellkulturüberstand 
nachgewiesen wird.  
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Folgende wissenschaftliche Fragestellungen wurden einer Klärung zugeführt: 
 
1.   Interagieren  und  kommunizieren  Zellen  aus  einer  differenziellen Ontogenese 
(Myofibroblasten, Detrusormyozyten) als funktionelles Synzytium?  
2.  Exprimieren  humane  Detrusormyozyten  in  Zellkultur  IL‐6  und  MCP‐1  nach 
Stimulation mit LPS zeit‐ und konzentrationsabhängig? 
3.  Exprimieren  humane  Detrusormyozyten  in  Zellkultur  unter  Stimulation  eines 
abakteriellen  Agens  (Palmitat)  IL‐6  und  MCP‐1  zeit‐  und  konzentrations‐
abhängig? 
4.  Aktiviert die Expression von  IL‐6 das  funktionelle Synzytium autokrin? Ändert 
sich das Verhältnis der  IL‐6‐Konzentration  im Zellkulturüberstand  zum Zytosol 
nach Stimulation mit LPS und Palmitat zeit‐ und konzentrationsabhängig?  
5.   Über  welche  zellulären  Signalwege  wird  die  IL‐6‐  und  MCP‐1‐Expression  in 
Abhängigkeit von Palmitat reguliert? 
6.  Wie werden die regulatorischen Proteine gp80, gp130, STAT3, SOCS3 und SHP2 
des IL‐6‐JAK/STAT‐Signalwegs in den Detrusormyozyten nach Stimulatin mit LPS 
und Palmitat exprimiert? 
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2.   Methoden 
 
Nach  radikaler  Zystektomie  von  Patient(inn)en mit  Harnblasenkarzinom wurden  aus 
Tumor  freien Arealen der Harnblase, Biopsien von ca. 0,5‐1,0 cm³ entnommen. Nach 
Trennung der makroskopisch  unauffälligen Gewebeproben in Urothel, Suburothel und 
Detrusormuskulatur wurden Myofibroblasten (hBMF) und Detrusormyozyten (hBSMC) 
getrennt  voneinander  in  zellspezifischen  Medien  kultiviert.  Für  die  nachfolgenden 
Untersuchungen wurden Subkulturen der Passage 4 und 5 verwendet.  
 
Kopplungsexperimente:  
Die  Kopplungseigenschaften  der  suburothelialen  Myofibroblasten  und  Detrusor‐
myozyten wurden mit Hilfe von Farbstoffinjektionen  (Lucifer‐Yellow, Neurobiotin) an 
lebenden  Zellen  untersucht.  Die  Expression  der  Connexine  Cx43  und  Cx45  wurde 
mittels Real Time PCR quantifiziert.  
 
Stimulationsexperimente:  
Subkultivierte  Detrusormyozyten  wurden  zeit‐  und  konzentrationsabhängig  mit  LPS 
oder  Palmitat  stimuliert.  Die  Kultivierung  der  Kontrollzellen  erfolgte  in 
Standardmedium  bis  zur  Passage  4/5.  Die  Expression  der  Zytokine  IL‐6  und  MCP‐1 
wurde mittels  quantitativer  PCR  und  ELISA  gemessen.  Der Nachweis  der möglichen 
endokrinen Regulation der  IL‐6‐Signalwirkung erfolgte über die Bestimmung der  IL‐6‐
Proteinkonzentration im Zellkulturüberstand vs. Zytosol. Zur Prüfung der autokrinen IL‐
6‐Regulation wurde die Expression regulatorischer Proteine des IL‐6‐Signalwegs (gp80, 
gp130,  NF‐κB,  STAT3,  SOCS3,  SHP2)  mittels  quantitativer  PCR  bestimmt.  Die 
Quantifizierung  der  Proteine  erfolgte  mittels  standardisierter  Methoden  wie  ELISA, 
Western  Blot  oder  Dot  Blot.  Durch  Anwendung  der  Immunofluoreszenzfärbung 
(Doppel‐ und Dreifachmarkierung) und der anschließenden konfokalen Laserscanning 
Mikroskopie  konnte  die  Lokalisation  (Zellkern,  Zytosol)  einzelner  Proteine  (pSTAT3, 
SOCS3,  SHP2,  IL‐6,  NF‐κB)  in  den  Detrusormyozyten  nach  Stimulation mit  LPS  oder 
Palmitat gezeigt werden.  
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Die Untersuchung  von  Signalwegen  resultierte  aus der  Inhibition des Proteins MEK1 
(PD98059)  und  des  Transkriptionsfaktor  NF‐κB  (MG123,  proteasome  inhibitor).  Die 
Inhibition der Detrusormyozyten fand jeweils 1h vor Stimulation mit Palmitat statt.  
Die statistische Analyse der Daten wurde mit der Software Graph Prism 5.0  (GraphPad 
Software, La Jolla, USA) durchgeführt. Die Daten basieren auf dem Mittelwert, +/‐ des 
Standardfehlers  (SEM)  von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Der Zeiteffekt 
wurde  unter  Anwendung  einer  ANOVA  geprüft.  Unterschiede  zwischen  den  Stimuli 
Palmitat  und  LPS  zum  jeweiligen Messzeitpunkt wurden mit  Student  T‐Test  auf  ein 
Signifikanzniveau P≤ 0,05 geprüft.   
   
3.   Ergebnisse 
 
3.1 Struktur und Funktion der suburothelialen Myofibroblasten 
 
Die Wand der humanen Harnblase umfasst drei Gewebsschichten: Urothel, Suburothel 
(Lamina propria mucosae) und Muskelschicht (Detrusor). Umgeben wird die Harnblase 
von einer Schicht aus lockerem Bindegewebe (Tunica adventitia) (Abb.1).  
 
   
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1:  Anatomischer  und  morphologischer  Aufbau  der  Harnblase  (Copyright  ©  The  McGraw‐Hill 
Companies, Inc.) 
 
Das Urothel (Blasenepithel) besteht aus spezialisierten Deckzellen (Umbrellazellen), die 
eine  Barriere  zwischen  Urin  und  den  darunter  liegenden  Zellschichten  bilden.  Es 
schließt sich eine bis zu 6 Zelllagen dicke Schicht aus Urothelzellen an, gefolgt von einer 
einlagigen regenerativen Basalzellschicht, die einer Basalmembran aufgelagert ist. 
Die 200 µm großen Deckzellen  sind polyenergide Epithelzellen, die  Substanzen einer 
schützenden Schleimschicht produzieren. Diese Schutzschicht beinhaltet Glykosamino‐
glykane  und  Glykoproteine  und  ist  Teil  eines  komplexen  Systems,  das  für  die 
Impermeabilität des Urothels verantwortlich  ist. Es  schützt das Urothel vor  toxischen 
Stoffen  und  verhindert  die Adhäsion  von  Keimen  und  lithogenen  Substanzen  an  die 
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Blasenwand (43). Die Basalzellschicht dient der Erneuerung des Urothels. Nach Teilung 
der Basalzellen wandern diese Lumen gerichtet zur Urothelzellschicht und übernehmen 
nach entsprechender Differenzierung die Aufgaben des Urothels. 
  
Im darunter  liegenden Bindegewebe des Suburothels befinden sich Nervenfasern und 
Blutgefäße.  Eigene  Untersuchungen  zeigen  unterhalb  des  Kapillarnetzes  eine  z.  T. 
kompakte Schicht aus Myofibroblasten  (62). Die meist dicke Lamina propria mucosae 
ist  überwiegend  zellarm  und  besteht  aus  einem  lockeren  Gerüst  aus  Fibroblasten 
eingebettet in kollagenes Bindegewebe (62).  
Verschiedene  Autoren  beschreiben  die  suburothelialen  Myofibroblasten  als  einen 
eigenständigen Zelltyp (27, 90). Sie spielen vor allem in fibrösen Pathologien eine Rolle. 
Unter  bestimmten  physikalischen  und  biochemischen  Prozessen  differenzieren 
Fibroblasten zu Myofibroblasten (19). Diese Differenzierung kann durch TGF‐β1, PDGF, 
mechanischen Stress sowie intrazelluläres Fibronektin ausgelöst werden (6, 18, 40). Im 
Gegensatz zu den Fibroblasten zeigen die Myofibroblasten eine starke Expression von 
αSMCA  (16).  Da  in  der  Lamina  propria  die  Myofibroblasten  und  die  Fibroblasten 
strukturell  kolokalisiert  sind,  wird  die  Immunofluoreszenzfärbung  von  αSMCA  zur 
histologischen  Differenzierung  dieser  Zelltypen  genutzt  (62).  Über  die  Funktion  der 
Myofibroblasten in der Harnblase ist wenig bekannt. 
Kultivierte  humane Myofibroblasten  der Harnblase  bilden  eine  dichte  suburotheliale 
Zellschicht  und  sind  in  Zellkultur  über  Cx43  gekoppelt  (62).  Cx43  gehört  zu  den 
Connexinen,  eine  Familie  von  Transmembranproteinen,  die  in  Zellen  Gap  Junctions 
bilden und den direkten Austausch von Molekülen bis  zu einer Größe von  ca. 1 kDa 
zwischen benachbarten Zellen ermöglichen (13). 
Eigene Ergebnisse unter Anwendung von  Immunofluoreszenzfärbungen belegen, dass 
αSMCA‐negative  Fibroblasten  und  αSMCA‐positive  Myofibroblasten  in  räumlicher 
Beziehung  zueinander  liegen,  sodass  eine heterologe Kopplung nicht  ausgeschlossen 
werden  kann.  Sowohl  in  kultivierten  Detrusormyozyten  als  auch  in  kultivierten 
Myofibroblasten  konnte  die  Expression  von  Cx43,  Cx45  und  αSMCA  nachgewiesen 
werden (62).  
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Die Expression von Cx43 und in geringerem Maße von Cx45 spricht für eine signifikante 
Kopplung der  Zellen. Damit werden mögliche Aktivitäten,  seien  sie  kontraktiler oder 
auch  sekretorischer  Art,  durch  die  simultane  Erregung  der  in  einem  funktionellen 
Synzytium  organisierten  Zellen  verstärkt.  Aufgrund  der  engen  Assoziation  zum 
suburothelialen  Kapillarnetz  könnten  sie  an  der  Regulation  der  Mikrozirkulation 
beteiligt  sein. Die klassische Funktion der Myofibroblasten bei der Wundheilung  (44) 
unterstützt die Annahme,  dass  die  suburothelialen Myofibroblasten  auch  kontraktile 
Eigenschaften  besitzen.  Die  suburothelialen  Myofibroblasten  könnten  somit  eine 
mögliche Ursache des Pathomechanismus der überaktiven Blase sein (16, 44, 86). 
 
Den  größten  Anteil  der  Harnblasenwand  bildet  die  glatte  Muskulatur  (Musculus 
detrusor vesicae). Der Detrusor  ist von zahlreichen Blutgefäßen durchzogen. Die gute 
Durchblutung  der Muskulatur  zeichnet  den  Detrusor  als  endokrines  immunologisch 
kompetentes  Organ  aus.  Auch  humane  Detrusormyozyten  sind  über  Gap  Junction 
gekoppelt  und  bilden  funktionelle  Synzytien  (45,  65).  Das  funktionelle  Synzytium 
ermöglicht einen  schnellen  Stoff‐ und  Informationsaustausch  zwischen benachbarten 
Zellen.  Dies  ist  Voraussetzung  für  eine  parakrine  Regulation  kontraktiler  und 
sekretorischer Aktivitäten der Detrusormuskulatur. 
Die  Zell‐Zell‐Interaktion  der  Detrusormyozyten  erfolgt  über  die  Expression  der 
Connexine Cx43 und Cx45  (63, 85). Studien  zeigen bei verschiedenen pathologischen 
Veränderungen  der  Harnblase  (neurogene  Reizblase,  Urge‐Symptomatik)  in  den 
Detrusormyozyten eine erhöhte Cx43 Expression (29, 63). Sui et al. (85) beobachteten 
beim  Patienten  mit  instabiler  Blase  eine  Reduktion  von  Cx45  und  damit  eine 
Verminderung  der  intrazellulären  Kopplung  der  hBSMC. Welche  Pathomechanismen 
der  Modulation  der  Connexinexpression  und  den  damit  veränderten  Kopplungs‐
eigenschaften  in suburothelialen Myofibroblasten und  in Detrusormyozyten zugrunde 
liegen, sind nicht bekannt. 
 
Zusammenfassend  sprechen  all  diese  Befunde  für  ein  Interagieren  der  humanen 
suburothelialen Myofibroblasten  und Detrusormyozyten  sowohl  im  Sinne  einer  Zell‐
Zell‐Kommunikation  via  Gap  Junction  (Cx43,  Cx45)  als  auch  über  parakrine 
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Regulationsmechanismen von Botenstoffe via membranständige Rezeptoren und über 
die Möglichkeit der endokrinen Regulation via hochgradig verzweigtes Gefäßsystem  in 
der Harnblasenwand.     
 
 
3.2   Entzündungsmechanismen der Harnblase 
 
Uropathogene  Escherichia  coli  stellen  die  häufigste  Ursache  bakterieller  Infektionen 
des Harntrakts dar (24). Bei einer bakteriellen Infektion reagiert das Urothel mit einer 
verstärkten  Produktion  inflammatorischer  Zytokine.  Diese  führen  zur  Einwanderung 
neutrophiler Granulozyten in das Blasenlumen und damit zum Abbau der Bakterien (9, 
31,  32).  Inflammatorische  Zytokine wie  TNF‐α,  IL‐1β,  IL‐6,  IL‐8, MCP‐1  und  RANTES 
werden unter anderem von Zellen wie Leukozyten, Mastzellen (51), Epithelzellen (17), 
Endothelzellen (53), Skelettmuskelzellen (26, 68) und  glatten Muskelzellen (10, 11, 34, 
70)  exprimiert.  Studien  belegen,  dass  das  Urothel/  Blasenepithel  (39)  und  die 
Detrusormuskulatur auf eine bakterielle Infiltration mit Zytokinausschüttung reagieren 
(64, 70). Die  Initiierung der  Immunantwort erfolgt über  spezielle Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche  (Pattern‐Recognition  Receptors,  PRR).  Diese  Rezeptoren  erkennen 
pathogene  Oberflächenmoleküle  (pathogen‐associated  molecular  patterns,  PAMPs) 
und  lösen  intrazelluläre  Signalkaskaden  aus  (4).  Einer  der bekanntesten  PRRs  ist der 
Toll‐like‐Rezeptor  (TLR)  4.  Der  TLR4    bindet  das  häufigste  Oberflächenmolekül 
gramnegativer Bakterien, das  LPS  (35, 80, 94).  In der  klinischen Diagnostik wird  IL‐6 
bereits als Biomarker  für Entzündungen genutzt und mittels ELISA  im Blut oder Urin 
nachgewiesen.  
 
Eigene  Untersuchungen  zeigen  immunhistologisch  eine  Expression  von  IL‐6  in  der 
humanen Harnblasenwand einschließlich Detrusormyozyten, Urothelzellen und Lamina 
propria  (64).  Die  IL‐6‐positiven  Zellen  in  der  Lamina  propria  können  sowohl 
Fibroblasten als  suburotheliale Myofibroblasten darstellen.  In Zellkulturexperimenten 
konnte  eine  vergleichbare  IL‐6  Expression  in  den  humanen  Detrusormyozyten 
nachgewiesen werden  (64,  70).  Durch  die  Stimulation  der  Zellen mit  LPS wurde  in 
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eigenen Untersuchungen  IL‐6 zeit‐ und konzentrationsabhängig erhöht exprimiert und 
sekretiert  (64,  70).  Dies  unterstützt  die  Hypothese  der  aktiven  Rolle  der  glatten 
Detrusormuskulatur  im  Prozess  akuter  und  chronischer  Entzündungsmechanismen. 
Sowohl das Urothel  als  auch die Detrusormyozyten  sind  immunologisch  kompetente 
Zellen  und  fördern  die  Kommunikation mit  dem  Immunsystem  durch die  Expression 
immunologischer Zytokine  (9‐12, 31, 32, 39, 64, 70). Das Urothel  ist die Grenzschicht 
zum Blasenlumen und könnte für die Zytokinkonzentration im Urin verantwortlich sein. 
Dem entgegen wird die Harnblasemuskulatur über ein Netzwerk aus Gefäßen versorgt 
und  es  kann  von  einer  endokrinen  Regulation  der  IL‐6‐Signalwirkung  ausgegangen 
werden (70).  
Aber  auch  abakterielle Agenzien  führen  zur  Stimulation  humaner Detrusormyozyten 
und  zu  einer  erhöhten  Zytokinexpression  (11,  12,  70).  Bouchelouche  et  al.  (11,12) 
beobachteten  bei  kultivierten  Detrusormyozyten  eine  zeit‐  und  konzentrations‐
abhängige Expression und Sekretion der Zytokine  IL‐6,  IL‐8, MCP‐1 und RANTES nach 
Stimulation mit  den  Zytokinen  TNF‐α,  IL‐1β,  IL‐4  und  IL‐13.  Eigene Untersuchungen 
belegen eine zeit‐ und konzentrationsabhängige Expression und Sekretion von IL‐6 und 
MCP‐1 durch die freie Fettsäure Palmitat (70). Somit wird deutlich, dass die Änderung 
des  Stoffwechsels  ein  hinreichender  Stimulationsprozess  für  immunregulatorische 
Proteine darstellt. 
Einige Autoren konnten bei abakteriellen Zystitiden, wie der IC und OAB, erhöhte IL‐6‐
und MCP‐1 Konzentrationen im Urin nachweisen (1, 54, 57, 58, 72, 87). Dies beschreibt 
den möglichen Wert von  IL‐6 und MCP‐1 als diagnostische und prognostische Marker 
für Patienten mit abakterieller Zystitis. 
Der  Pathomechanismus  der  abakteriellen  Zystitis  ist  weitgehend  ungeklärt. 
Epidemiologische Untersuchungen weisen darauf hin, dass Stoffwechselerkrankungen 
wie T2DM mit einer höheren Prävalenz der Harnwegsinfektionen assoziiert sind (8, 81, 
84).  Bemerkenswert  ist,  dass  eine  Langzeitantibiotische  Therapie  bei  Patienten mit 
Metabolischen  Syndrom  keine  höheren  Heilungserfolge  bei  bestehender 
Blaseninfektion  aufzeigt  (81).  Somit  könnte  neben mikrobiellen  Ursachen,  auch  die 
Änderung  des  Stoffwechsels  die  Entzündungsreaktion  der  Detrusormuskulatur  bei 
abakteriellen Zystitiden beeinflussen.  
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3.3  Einfluss von Palmitat  auf die IL‐6 and MCP‐1 Expression humaner Detrusor‐
myozyten ‐ Link zwischen Stoffwechsel und immunologischer Reaktion der 
Harnblasenmuskulatur  
 
Die  diabetogene  Harnblasenfunktionsstörung  („diabetische  Zystopathie“)  ist  eine 
klinisch  relevante Herausforderung mit  zunehmender  sozioökonomischer Bedeutung. 
Es  muss  davon  ausgegangen  werden,  dass  rund  40  %  der  über  70‐Jährigen  ein 
Kontinenzproblem haben,  rund 20 % der 60‐70‐Jährigen  leiden an einem manifesten 
Diabetes mellitus, weitere 25 % weisen eine gestörte Glukosetoleranz auf  (88). Beide 
Erkrankungen  können  sich  direkt  oder  indirekt  gegenseitig  beeinflussen.  32 %  aller 
Diabetiker sind von einer peripheren Polyneuropathie betroffen (20), die wiederum als 
autonome Polyneuropathie alle Organsysteme und somit auch die Harnblase befallen 
kann.  Klinisch  bedeutsam  ist,  dass  beim  Diabetiker  eine  nachlassende  kortikale 
Blasenkontrolle, Detrusorumbauvorgänge  und  eine Blasenauslassobstruktion  in  ihren 
Auswirkungen  überlappen  (28,  42,  73,  78).  Somit  kann  die  Störung  der Harnblasen‐
funktion bei bestehendem Metabolischen Syndrom sowohl auf hormoneller Ebene als 
auch auf neurogener Ebene interagieren. 
Studien belegen, dass hohe Konzentrationen gesättigter Fettsäuren die IL‐6 Expression 
und Sekretion in verschiedenen Zelltypen induzieren (2, 70, 83, 89).   
Staiger et al. (83) beobachteten eine Palmitat induzierte IL‐6 Expression in Epithelzellen 
und  glatten Muskelzellen der Koronararterien. Die  Expression der Rezeptoren  IL‐6Rα 
(gp80)  und  gp130  wurde  durch  Palmitat  nicht  reguliert.  Dies  spricht  gegen  eine 
autokrine  und  eher  für  eine  endokrine  Regulation  der  IL‐6‐  Signalwirkung. Die  freie 
Fettsäure Palmitat (C16:0) weist mit ca. 28 % den höchsten Anteil gesättigter Fettsäure 
im  Blut  gesunder  Menschen  auf  (83).  Die  Änderung  der  physiologischen 
Palmitatkonzentration  im  Blut  hat  im  Vergleich  zu  anderen  gesättigten  und 
ungesättigten Fettsäuren die größte klinische Relevanz (83, 89).  
Weigert  et  al.  (89)  beobachteten  das  speziell  die  gesättigte  Fettsäure  Palmitat  (0.25 
mM)  eine  IL‐6 mRNA  Expression  und  Proteinsekretion  in  kultivierten  Skelettmuskel‐
zellen  über  die  Aktivierung  des  Transkriptionsfaktors  NF‐κB  induziert.  Durch  hohe 
Glukosekonzentrationen,  Insulin  oder  ungesättigte  Fettsäuren  (Palmitoleat,  Oleat, 
Linoleat)  wurde  die  IL‐6‐Expression  im  Skelettmuskel  nicht  aktiviert  (89). Weiterhin 
zeigen Weigert et al. (89)  in den humanen Myotubes die Aktivierung von STAT3   über 
den IL‐6‐Signalweg.  
Diese Effekte wurden weitgehend in 3T3‐L1‐Adipocyten bestätigt (2).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2: TLR4‐Signalweg induziert durch freie Fettsäuren (z.B. Palmitat). Expression der Zytokine IL‐6 und 
MCP‐1 über NF‐κB. 
  
Ein  möglicher  Weg  der  Induktion  der  Zytokinexpression  (IL‐6,  MCP‐1)  über  freie 
Fettsäuren  (Palmitat) wird  in Abb. 2 verdeutlicht. Die  Induktion der  IL‐6‐ und MCP‐1‐
Expression wird über den TLR4 und den Transkriptionsfaktor NF‐κB reguliert.    
Eigene  Analysen  belegen  eine  durch  Palmitat  induzierte  zeit‐  und  konzentrations‐
abhängige Expression von  IL‐6 und MCP‐1  in kultivierten humanen Detrusormyozyten 
(70). Bakterielle  Infektionen  (LPS) und metabolische Veränderungen  (Palmitat) zeigen 
unterschiedliche  Effekte  auf  die  IL‐6  Expression.  Im Gegensatz  zu  LPS,  das  nur  eine 
kurze autokrine Wirkung auf die Detrusormyozyten hat, bewirkt Palmitat sowohl eine 
kurzfristige autokrine Regulation als auch eine langfristige endokrine Regulation von IL‐
 12
 13
6 über den JAK/STAT‐Signalweg. Die IL‐6‐Expression wird in den Detrusormyozyten über 
NF‐κB induziert. Die Expression von MCP‐1 erfolgt über NF‐κB und MEK1 (70). 
 
Zusammenfassend identifizieren die aktuellen Ergebnisse die Harnblasenmuskulatur als 
ein immunologisch kompetentes Gewebe. Die Änderung des Stoffwechsels führt in der 
Harnblasenmuskulatur  zur  Expression  von  MCP‐1  und  somit  zur  Chemotaxis 
immunologisch wirksamer  Zellen. Die Überexpression  von  IL‐6  nach  Stimulation mit 
Palmitat  führt  in  einem  Zeitfenster  von  8h  zu  einer  autokrinen  Regulation  der 
Detrusormyozyten. Der größte Teil der IL‐6‐Proteinkonzentration wird, in Anlehnung an 
eigene Zellkulturexperimente,  in den  Zellkulturüberstand  sekretiert und  gestattet die 
Annahme einer endokrinen Regulation in vivo. IL‐6 dient der Kommunikation zwischen 
T‐Lymphozyten als Proliferationsfaktor und kann somit eine lokale Entzündungsreaktion 
exazerbieren. 
 
 
3.4  IL‐6 ‐ JAK/STAT ‐ Signalweg in den Detrusormyozyten 
 
Interleukin‐6  (IL‐6)  gehört  zu  den  Zytokinen,  welche  die  Entzündungsreaktion  des 
Organismus  systemisch  und  lokal  regulieren  (14,  91).  Durch  die  komplexe  Art  der 
Regulation  und  Funktionen  wird  IL‐6  u.  a.  eine  Schlüsselstellung  im  Übergang  von 
Mechanismen  der  angeborenen  Immunität  hin  zu  Mechanismen  der  erworbenen 
Immunität  innerhalb  des  Entzündungsprozesses  zugeschrieben  (47).  IL‐6  gehört  zu 
einer  Zytokinfamilie,  die  die  Rezeptoruntereinheit  gp130  teilt  (36).  Die  IL‐6‐
Signalkaskade  wird  in  allen  Zellen  vollzogen,  die  den  Rezeptor  gp130  ubiquitär 
exprimieren.  Die  benötigte  IL6Rα‐Einheit  (gp80)  kann  sowohl  in  der  zellulär 
membranständigen  Form  als  auch  in  der  systemisch  löslichen  Form  die  IL‐6‐
Signalkaskade komplementieren (48, 74). Nach der Formation eines hexamären Signal‐
komplexes,  bestehend  aus  IL‐6/IL6Rα/gp130, werden  drei  Signalwege  aktiviert.  Zum 
einen  erfolgt  die  Vermittlung  und  Regulation  von  Transkriptionsfaktoren  und  deren 
Aktivität  über  die  JAK/STAT‐  Signalkette,  zum  anderen  über  die  Ras/MAPK‐Kaskade 
und letztlich über den IP3‐Signalweg (36, 37). 
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Die zelluläre Antwort auf den  IL‐6‐Signalstimulus  ist abhängig von der metabolischen 
Situation oder anderen exogenen Stimuli (11, 12, 64, 70). Die biologische Antwort des 
IL‐6‐Signalwegs  ist  sehr  komplex  und  beschreibt  eine  große  physiologische 
Variationsbreite  von  der  Akuten‐Phase‐Reaktion  (38,  75),  der  Zellproliferation  und 
Zelldifferenzierung (3, 47) bis hin zur Apoptoseregulation (56).  
Einige Zellen sind für den IL‐6‐Signalweg prädisponiert, da sie eine membranständigen 
IL‐6Rα‐Subunit  auf  ihrer  Zelloberfläche  exprimieren.  Die membranständige  Domäne 
des  IL6Rα  (gp80)  wurde  vorrangig  auf  Hepatozyten  (15)  und  Leukozyten  (46,  76) 
detektiert. Für die Stimulation dieser Zellen  ist  lediglich zirkulierendes IL‐6 notwendig. 
Dem  entgegen  sind  andere  Gewebe  auf  die  lösliche  Form  des  IL‐6Rα  im  Blut 
angewiesen oder exprimieren den gp80soluble via alternatives Splicen selbst (48, 70). 
Die  gewebe‐  und  zellspezifische  IL‐6  abhängige  Signalkaskade  belegt  sowohl 
proinflammatorische als auch antiinflammatorische Regulationsmechanismen (67). Der 
gewebsspezifische  Effekt  für  die  Harnblasenmuskulatur  muss  in  weiteren 
Untersuchungen im Hinblick auf die Pathogenität geprüft werden.  
Es  ist bekannt das SOCS3 und SHP2 wichtige Regulatoren der  IL‐6‐Signalkaskade sind 
(36, 37, 70). SHP2 und der Feedback‐Inhibitor SOCS3 sind wirksame Inhibitoren der IL‐
6‐Signaltransduktion (70, 74, 93). Eine Reduktion von SOCS3 oder SHP2 führt zu einer 
stärkeren  und  länger  anhaltenden  IL‐6‐Signalwirkung  (23).  Studien  belegen  in  den 
Detrusormyozyten  eine  erhöhte  Expression  der  regulatorischen  Proteine  SOCS3  und 
SHP2 nach Palmitatstimulation und erhöhter IL‐6‐ Sekretion (70). 
Die Steuerung des IL‐6‐Signalwegs spielt in Krankheiten wie der rheumatoiden Arthritis 
eine  wesentliche  Rolle  als  therapeutische  Option  zur  Suppression  der 
Entzündungsreaktion  (21).  Der  Nutzen  als    therapeutisches  Target  zur  Therapie  der 
abakteriellen  Zystitis  ist  noch  nicht  nachhaltig  geklärt  und  bedarf  weiterführender 
intensiver Untersuchungen. 
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3.5   Schlussfolgerungen 
 
Adipöse  Patienten  und  Typ‐2‐Diabetiker  zeigen  ein  erhöhtes  Risiko  für  Harnwegs‐
infekte. Die Ursache der höheren Prävalenz  ist noch nicht nachhaltig geklärt. Bekannt 
ist,  dass  Typ‐2‐Diabetiker  erhöhte  Konzentrationen  freier  Fettsäuren  im  Blut 
aufweisen. Der  veränderte Fettstoffwechsel könnte neben bakteriellen Ursachen ein 
möglicher  Grund  für  abakterielle  Entzündungsreaktionen  der  Harnblase  sein.  Die 
Harnblase und  insbesondere die Harnblasenwand  ist ein funktionelles Synzytium, das 
sowohl über Gap Junctions als auch über membranständige Rezeptoren und endokrine 
Regulationsmechnismen kommuniziert.  
Suburotheliale Myfibroblasten und Detrusormyozyten exprimieren die Connexine Cx43 
und Cx45 und bilden  in der Harnblasenwand  funktionelle  Synzytien. Dies ermöglicht 
einen direkten Kontakt sowie eine Kommunikation zwischen den Zellen. Einflüsse auf 
ein  Zellkompartiment  haben Auswirkungen  auf  das  gesamte  Synzytium  oder  können 
lokal  begrenzt  sein.  Dies  spricht  für  eine  parakrine  Regulation  kontraktiler  und 
sekretorischer Aktivitäten dieser Zellen. 
Die  Blasenmuskulatur  wird  nicht  nur  von  immunkompetitiven  Zellen  unter 
Entzündungsbedingungen  infiltriert,  sondern  exprimiert  selbst  in  Abhängigkeit  des 
Stimulus, zeit‐ und konzentrationsabhängig immunrelevante hormonelle Signale wie IL‐
6 und MCP‐1. Nach Stimulation mit Palmitat und LPS erfolgt vorrangig eine Sekretion 
der IL‐6‐Proteinkonzentration und gestattet die Annahme einer endokrinen Regulation 
in  vivo.  Die  IL‐6‐Expression wird  in  den  Detrusormyozyten  über  den  Transkriptions‐
faktor NF‐κB  induziert. Die Expression  von MCP‐1 erfolgt unter anderem über NF‐κB 
und MEK1.  
Die Detrusormyozyten exprimieren zeit‐ und konzentrationsabhängig nach Stimulation 
mit  LPS und Palmitat,  sowohl die membranständige Rezeptoren gp80 und gp130, als 
auch  die  gp80soluble‐Form  via  alternatives  Splicen.  Diese  komplexe  Regulation  der 
Zytokinexpression und dessen Rezeptorprofil ermöglicht dem Synzytium eine autokrine 
Regulation über den  IL‐6‐JAK/STAT‐Signalweg. Die Feedbackmechanismen wurden via 
SOCS3  und  SHP2  nach  Stimulation mit  LPS  und  Palmitat  identifiziert.  Offen  bleibt, 
welche Genexpression durch STAT3 in den Detrusormyozyten reguliert wird.  
 16
Zusammenfassend  zeigt  sich,  dass  hohe  Palmitatkonzentrationen  im  Serum  eine 
Verbindung  in  der  Pathophysiologie  des  Metabolischen  Syndroms  und  der 
Harnblasenentzündung  ohne  Nachweis  von  pathogenen  Erregerspektren  darstellen 
kann.  
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5.  Publikationen 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 3 wissenschaftliche Artikel veröffentlicht. 
Der  erste Artikel  „Struktur und  Funktion der  suburothelialen Myofibroblasten  in der 
humanen  Harnblase  unter  normalen  und  pathologischen  Bedingungen.“  (Studie  1) 
befasst  sich mit der morphologischen Untersuchung  suburothelialer Myofibroblasten 
als eigenständiger Zelltyp und deren Funktion  in der Harnblasenwand  im Hinblick auf 
Zell‐Zell‐Kontakte.  Die  anderen  beiden  Artikel  „Regulation  von  Interleukin‐6  durch 
Lipopolysaccharid‐Stimulation  in kultivierten humanen Detrusormyozyten.“  (Studie 2) 
und „Palmitate  induced  IL‐6 and MCP‐1 expression  in human bladder smooth muscle 
cells provides a  link between diabetes and urinary  tract  infections.“  (Studie 3) stellen 
die Ergebnisse der zeit‐ und konzentrationsabhängigen IL‐6 und MCP‐1 Expression nach 
LPS und Palmitatstimulation kultivierter Detrusormyozyten dar. Weiterhin beschreiben 
die Studien 2 und 3 die Ergebnisse der zeit‐ und konzentrationsabhängigen Regulation 
der  relevanten  Proteine  gp80,  gp130,  NF‐κB,  STAT3,  SOCS3  und  SHP2  der  IL‐6‐
Signalkaskade in den Detrusormyozyten nach Simulation mit LPS und Palmitat.         
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Struktur und Funktion der suburothe-
lialen Myofibroblasten in der humanen 
Harnblase unter normalen und 
pathologischen Bedingungen
Die harnleitenden Bereiche des Harn-
trakts zeichnen sich durch einen ver-
gleichbaren histologischen Aufbau 
aus. Das mehrschichtige Übergangs-
epithel (Urothel) besteht aus spezi-
alisierten Deck- oder Umbrellazel-
len, denen die Urin-Gewebe-Barrie-
refunktion zukommt, gefolgt von ei-
ner bis zu 6 Zelllagen dicken Schicht 
aus Urothelzellen und einer einla-
gigen, einer Basalmembran aufge-
lagerten regenerativen Basalzell-
schicht. Direkt unterhalb der Basal-
membran liegt ein Kapillarnetz, dem 
eine variable Schicht von Zellen mit 
Myofibroblasten-artiger Differenzie-
rung folgt. Die meist dicke Lamina 
propria ist relativ zellarm und besteht 
aus einem in reichlich kollagenes Bin-
degewebe eingebetteten lockeren 
Gerüst aus Fibroblasten. Die eigent-
liche Detrusormuskulatur bildet eine 
mehrlagige Wand aus unterschiedlich 
großen Bündeln glatter Muskelzellen 
(. Abb. 1 a, b).
Myofibroblasten
Myofibroblasten wurden als eigenständi-
ger Zelltyp zunächst in verschiedenen fi-
brösen Pathologien beschrieben. Es be-
steht mittlerweile weitgehende Überein-
stimmung bei der Definition von nichtre-
aktiven Myofibroblasten (. Tab. 1), wo-
hingegen die Definition in Tumoren und 
bösartigen Läsionen noch immer schwie-
rig ist (Übersicht bei: [4]). Auch ist eine 
eindeutige Abgrenzung von Myofibro-
blasten und glatten Muskelzellen auf-
grund fehlender exklusiver Markerprotei-
ne zurzeit noch nicht möglich [12].
Von besonderer Bedeutung für die Pa-
thologie der Harnblase ist die Feststellung, 
dass Fibroblasten unter bestimmten phy-
sikalischen und biochemischen Umstän-
den in Myofibroblasten transdifferenzie-
ren können [5]. Diese Transdifferenzie-
rung wird induziert durch die gemein-
same Aktion von TGF-β1, PDGF und me-
chanischem Stress und benötigt bestimm-
te Matrixmoleküle, wie z. B. intrazellu-
läres Fibronektin [1, 3, 7]. Auch wird eine 
Transdifferenzierung von Serosafibroblas-
ten in Myofibroblasten und eine Weiter-
differenzierung in glatte Muskelzellen mit 
fetalen Eigenschaften unter experimentel-
ler Blasenauslassobstruktion (BOO) dis-
kutiert [2].
Funktion der Myofibroblasten
Über die Funktion der Myofibroblasten in 
der Harnblase ist wenig bekannt. Neben 
einer integrativen Funktion in der senso-
rischen Signalverarbeitung [6] wird auch 
eine Schrittmacherfunktion im Sinne der 
interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) dis-
kutiert, wobei jedoch die Datenlage zu ei-
ner abschließenden Beurteilung noch 
nicht ausreicht [9].
Verschiedene Autoren haben in den 
letzten Jahren gezeigt, dass die suburothe-
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Abb. 1 8 Durchlicht, humane Harnblase eines Tumorpatienten, männlich, 60 Jahre. Immunhistochemische Darstellung von aSMCA [braun; DAB-(Diamino-
benzidin-)Reaktion]. a Suburotheliale Myofibroblasten (MF), Urothelzelle (UZ), Glukosaminoglykanschicht (GAG), Basalzellen (BZ), Kapillare (Kap). 
b Myofibroblasten (MF) mit „blasiger“ Membranstruktur in der Lamina propria (Fib Fibroblast)
Abb. 2 9  a, b Harnblasen-
tumor, Patientin, 86 Jahre. 
a Myofibroblasten mit star-
ker aSMCA-IR (grün), Kerne 
(blau), Gefäße (*). b Ultra-
struktur mit prominentem 
rauem endoplasmatischem 
Retikulum (rER), winzigen 
Gap Junctions (GJ) und Fi-
bronexus (Pfeil), Kollagen-
fibrillen (Col), Mitochondri-
um (Mi). c Lokalisation von 
Cx43, Projektion eines kon-
fokalen 3D Bildstapels, aS-
MCA (blau), β-Aktin (rot), 
Cx43 (grün), Myofibroblast 
(MF), Fibroblast (Fib), Cx43-
positive Gap Junction (GJ). 
d Wholemount-Präparat, 
Patient männlich, 60 Jah-
re; Fibronektin (rot), aSM-
CA (grün) sind einem Pha-
senkontrastbild überlagert 
(BM Basalmembran); In-
set: fleckförmige Verteilung 
von Fibronektin auf der 
Plasmamembran von Myo-
fibroblasten
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Blasenfunktionsstörungen – Originalien
lialen Myofibroblasten der humanen 
Harnblase die „Gap-junction-Proteine“ 
Konnexin 43 (Cx43) und Konnexin 45 
(Cx45) exprimieren [11, 14].
Die Expression von Neurotransmitter-
rezeptoren auf Myofibroblasten in der 
Harnblase ist bisher kaum untersucht. In 
einer kürzlich erschienenen Arbeit fanden 
Mukerji et al. [10] Hinweise auf die Ex-
pression von M2- und M3-muskari-
nischen Rezeptoren, wobei der eindeutige 
Nachweis mittels Doppelmarkierungen 
jedoch fehlt.
Ziele des Forschungsprojekts
Mit diesem Forschungsprojekt soll einer-
seits ein Beitrag zur Klärung der Funkti-
on der suburothelialen Myofibroblasten 
in der normalen Harnblase geleistet wer-
den und andererseits eine mögliche Be-
teiligung der Zellen an pathologischen 
Prozessen, insbesondere Störungen in 
der afferenten Signalleitung, der Mikro-
zirkulation sowie Veränderungen der 
mechanischen und dynamischen Eigen-
schaften der Harnblasenwand, unter-
sucht werden.
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Struktur und Funktion der suburothelialen Myofibroblasten in der 
humanen Harnblase unter normalen und pathologischen 
Bedingungen
Zusammenfassung
Hintergrund.  Bei zahlreichen patholo-
gischen Veränderungen spielen Myofibro-
blasten eine wesentliche Rolle. Die Aufklä-
rung der Struktur und Funktion sowie der zel-
lulären Plastizität dieses Zelltyps in der Harn-
blase könnte zu einer neuen Beurteilung der 
Pathogenese von Harnabflusstörungen füh-
ren.
Patienten und Methoden.  Harnblasenbiop-
sien von Tumorpatienten und Patienten mit 
interstitieller Zystitis wurden immunhistolo-
gisch und elektronenmikroskopisch unter-
sucht. Kopplungseigenschaften wurden an 
kultivierten Myofibroblasten und Detrusor-
muskelzellen mit Hilfe von Farbstoffinjekti-
on analysiert.
Ergebnisse.  Myofibroblasten stehen in en-
gem Kontakt zum suburothelialen Kapillar-
netz. Sie exprimieren Cx43 und bilden funk-
tionelle Synzytien. Die Expression von mus-
karinischen und purinergen Rezeptoren va-
riiert sehr stark. In Farbstoffkopplungsexpe-
rimenten fanden wir Unterschiede zu Detru-
sormyozyten.
Diskussion.  Pathologische Expression von 
glattmuskulärem Aktin und/oder Transdiffe-
renzierung zu glatten Muskelzellen könnten 
eine Rolle bei der Ätiologie der Dranginkon-
tinenz spielen. Ein mehrstufiges Modell wird 
als Arbeitshypothese vorgeschlagen.
Schlüsselwörter
Myofibroblast · Humane Harnblase · Neuro-
transmitterrezeptor · Zellkultur · Kopplung
Structure and function of suburothelial myofibroblasts in the human 
urinary bladder under normal and pathological conditions
Abstract
Background.  Myofibroblasts play a pivot-
al role in numerous pathological alterations. 
Clarification of the structure and function and 
of the cellular plasticity of this cell type in the 
bladder may lead to new insights into the 
pathogenesis of lower urinary tract disorders.
Patients and methods.  Bladder biopsies 
from patients with bladder carcinoma and 
interstitial cystitis were used to analyse the 
morphology and receptor expression using 
confocal immunofluorescence and electron 
microscopy. Cytokine effects and coupling 
behavior were tested in cultured myofibro-
blasts and detrusor smooth muscle cells.
Results.  Myofibroblasts are in close con-
tact with the suburothelial capillary network. 
They express Cx43 and form functional syn-
cytia. The expression of muscarinic and puri-
nergic receptors is highly variable. Dye cou-
pling experiments showed differences to de-
trusor myocytes.
Conclusions.  Upregulation of smooth mus-
cle cell alpha-actin and/or transdifferentia-
tion into smooth muscle cells may contrib-
ute to the ethiology of urge incontinence. A 
multi-step model is presented as a working 
hypothesis.
Keywords
Myofibroblast · Human urinary bladder · Neu-
rotransmitter receptor · Cell culture · Coupling
Tab. 1  Immunologische und ultra-
strukturelle Charakteristika des Myofibro-
blasten
Immunohistochemische Marker:
Positiv
•    α-glattmuskuläres Aktin (Hauptkriterium  
in Routinediagnostik)
•    nichtmuskuläres Myosin 
Negativ
•   Desmin
•   h-Caldesmon
Ultrastrukturelle Definition [4]
•    prominentes raues endoplasmatisches 
Retikulum (rER)
•    moderat entwickelte glattmuskuläre  
Myofilamente mit fokalen Verdichtungen
•    Fibronexus mit Fibrinfibrillen auf der 
Zelloberfläche [dichter als Basalmembran 
(SMC), „patchy“, fokale „junctions“]
•    Fibrillen projizieren von Membran in die 
ECM
•    oft parallel zu intrazellulären, subplas-
malemmalen Myofilamenten
•    feine, filamentäre, longitudinale Längs-
struktur
•    Fibronexus: Fibronectin (+)/Laminin (–)/
Kollagen IV (–) [13]
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Verschiedene Fragenkomplexe werden 
zurzeit in mehreren Teilprojekten unter-
sucht:
1.  Dreidimensionale Struktur der Lami-
na propria mit Schwerpunkt Synzyti-
enbildung und heterogene Zellinter-
aktionen.
2.  Welche Neurotransmitterrezeptoren 
exprimieren kultivierte Myofibroblas-
ten?
3.  Sind Myofibroblasten an der Ausbil-
dung der idiopathischen Drangin-
kontinenz/interstitiellen Zystitis be-
teiligt?
4.  Lassen sich strukturelle oder moleku-
lare Veränderungen an Myofibroblas-
ten in verschiedenen Krankheitsbil-
dern [interstitielle Zystitis, überaktive 
Blase (OAB), Tumor] finden?
5.  Können Zytokine spezifische Verän-
derungen hervorrufen?
6.  Haben Harnblasenmyofibroblasten 
kontraktile Fähigkeiten?
Patienten und Methoden
Gewebeproben von Patienten mit Harn-
blasentumor (n=9, weiblich; n=7, männ-
lich) und interstitieller Zystitis (n=9, weib-
lich) wurden für die konfokale Immu-
nofluoreszenz verwendet. Aus makrosko-
pisch unauffälligen Harnblasenproben 
aus Zystektomien (n=4) wurden Myofib-
roblasten (hBMF) und Detrusormuskel-
zellen (hBSMC) getrennt kultiviert. In 
diesen Zellen wurde die Ausbildung von 
funktionellen Synzytien mittels Injektion 
von 3% Lucifer-Yellow (LY) und 2% Neu-
robiotin (NB) untersucht. Die Expression 
von glattmuskulärem α-Aktin (aSMCA) 
und der Konnexine Cx43 und Cx45 wur-
de mittels RT-PCR nachgewiesen.
Ergebnisse
Unsere strukturellen Untersuchungen 
zeigten, dass die Myofibroblasten eine 
z. T. kompakte suburotheliale Zellschicht 
bilden (. Abb. 2 a). Die Expression von 
aSMCA zeigt dabei eine erhebliche in-
terindividuelle Variabilität. Die Morpho-
logie der Myofibroblasten lässt sich am 
ehesten als spindelförmig mit einer „bla-
sigen“ Zel lstruktur beschreiben 
(. Abb. 1 b). Dieser Eindruck bestätigte 
sich ultrastrukturell. Wir fanden ein gut 
entwickeltes raues endoplasmatisches 
Retikulum (rER), vereinzelt plasmalem-
male Fibronexus und kleine Gap Junc-
tions (. Abb. 2 b, GJ). Die Gap Junc-
tions waren in der konfokalen Immu-
nof luoreszenz posit iv für Cx43 
(. Abb. 2 c). Die Expression von Cx45 
war meist wesentlich schwächer. Fibron-
Abb. 3 9 Farbstoffkopp-
lung in kultivierten hu-
manen Myofibroblasten. 
a Phasenkontrastaufnahme 
mit Injektionsmikropipet-
te (MP). b LY-markierte Zel-
len nach 90 s Farbstoffdif-
fusion. c, d Immunozyto-
chemische Darstellung der 
funktionellen Synzytien; LY 
(grün), Neurobiotin (oran-
ge), Zellkerne (blau). NB dif-
fundiert wesentlich weiter 
als LY, 3 Zellen lassen sich 
mit Anti-LY-Antikörper dar-
stellen (d). Pfeile markieren 
die Injektionsstelle. Beach-
te den feinen Zellausläufer 
mit „growth cone“ (Pfeilspit-
zen in d). In c ist ein zweites 
Injektionsexperiment mit 
deutlich kleinerem Synzyti-
um zu sehen
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ektin fand sich massiv in der Basalmemb-
ran und als fleckförmige Auflagerungen 
auf der Plasmamembran der Myo-
fibroblasten, wohingegen die Urothelzel-
lschicht völlig Fibronektin-frei war 
(. Abb. 2 d).
Myofibroblasten haben innige Kon-
takte zu anderen Zelltypen
Dreifachmarkierungen gegen aSMCA/β-
Aktin/Cx43 zeigten, dass aSMCA-negative 
Fibroblasten und aSMCA-positive Myo-
fibroblasten eng benachbart vorkommen, 
sodass eine heterologe Kopplung nicht 
ausgeschlossen erscheint (. Abb. 2 c).
Regelmäßig haben wir auch eine Asso-
ziation von Myofibroblasten mit Gefäß-
muskelzellen beobachtet. Myofibroblasten 
scheinen sich zwischen den suburothelia-
len Mikrogefäßen geradezu „aufzuspan-
nen“. Zurzeit wird dieser Aspekt mit Hilfe 
von dreidimensionalen Rekonstruktionen 
aus konfokalen Bildstapeln untersucht.
Doppelmarkierungsexperimente ge-
gen aSMCA und PGP9.5, einem panneu-
ronalen Marker, zeigten eine enge Bezie-
hung von neuronalen Elementen und 
Myofibroblasten (nicht abgebildet).
Myofibroblasten exprimieren choli-
nerge und purinerge Rezeptoren in 
vivo
Wir fanden eine moderate Expression von 
muskarinischen (M2>M3) und puriner-
gen Rezeptoren (P2X3>P2X1≥P2X2) mit-
tels konfokaler Immunofluorezenz, wobei 
eine Zuordnung zu spezifischen Krank-
heitsbildern zurzeit noch nicht möglich ist 
(Daten nicht dargestellt).
Kultivierte Myofibroblasten bilden 
funktionelle Synzytien
Erste Untersuchungen an kultivierten 
Myofibroblasten aus Tumorharnblasen 
zeigen, dass Myofibroblasten in Zellkultur 
gekoppelt sind (Farbstoffkopplungsexpe-
rimente) und Cx43 exprimieren. Einzelne 
Zellen in einem konfluenten Zellverband 
wurden über eine Glasmikropipette mit 
3% Lucifer-Yellow (LY) und 2% Neurobi-
otin (NB) für 10 min dialysiert. Die mit LY 
ermittelte Synzytiengröße entspricht da-
bei etwa der von Detrusormyozyten 
(. Abb. 3 a–d). Interessanterweise zeigte 
das um 30% kleinere NB (MW 322 kDa) 
in allen Injektionsexperimenten (n=25) 
immer ausgedehnte funktionelle Synzy-
tien, während LY (MW 457 kDa) jeweils 
nur in die direkten Nachbarzellen diffun-
dierte (. Abb. 3 c).
Die Konnexine Cx43 und Cx45 las-
sen sich auf mRNA-Ebene 
nachweisen
Mittels RT-PCR konnten wir sowohl in 
kultivierten Detrusormyozyten als auch in 
kultivierten Myofibroblasten die Trans-
kripte für Cx43, Cx45 und aSMCA nach-
weisen. Beide Konnexine waren in hBMF 
etwas geringer exprimiert als in hBSMC 
(. Abb. 4).
Diskussion und 
Schlussfolgerungen
Die sehr unterschiedliche Mächtigkeit der 
suburothelialen Myofibroblastenschicht 
und die hohe Variabilität in der Expressi-
on von aSMCA könnte zu signifikanten 
funktionellen (kontraktilen) Unterschie-
den führen. Die klassische Funktion der 
Myofibroblasten bei der Wundheilung [8] 
unterstützt die These, dass die Myofibro-
blasten auch in der Harnblase kontraktile 
Eigenschaften besitzen und wahrnehmen. 
Unsere vorläufigen Ergebnisse zeigen, dass 
Myofibroblasten sowohl muskarinische 
M2- und M3-Rezeptoren als auch P2X1-, 
P2X2- und P2X3-Rezeptoren exprimieren 
können. Die Expression von Cx43 und in 
geringerem Maße von Cx45 spricht für ei-
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on von Cx43, Cx45 
und aSMCA in kulti-
vierten humanen Myo-
fibroblasten (hBMF) 
und Detrusormyozyten 
(hBSMC). In der RT-PCR 
zeigen beide Zelltypen 
eine hohe Expression 
von aSMCA-mRNA be-
zogen auf h36B4 (ribo-
somales Protein). Cx43 
wird in beiden Zell-
typen stärker expri-
miert als Cx45
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ne signifikante Kopplung der Zellen. Da-
mit werden mögliche Aktivitäten, seien sie 
kontraktiler oder auch sekretorischer Art, 
durch die simultane Erregung der in einem 
funktionellen Synzytium organisierten 
Zellen verstärkt. Aufgrund der engen As-
soziation zum suburothelialen Kapillar-
netz könnten sie an der Regulation der Mi-
krozirkulation beteiligt sein.
Ein denkbares Szenario für die direkte 
Beteiligung der Myofibroblasten an der 
Entwicklung einer Drangsymptomatik 
könnte wie in . Abb. 5 dargestellt aus-
sehen.
Zur Prüfung dieses Modells ist eine 
bessere Charakterisierung der „reaktiven“ 
Myofibroblasten, inklusive deren Rezept-
orexpression bei OAB und Drangsympto-
matik („urgency“) notwendig. Zellkultur-
experimente an kultivierten humanen 
Myofibroblasten werden dabei zur Abklä-
rung des physiologisch/pathologischen 
Potenzials dieser Zellen von entschei-
dender Bedeutung sein.
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Neue Verfahren der optimalen 
Patientenselektion  
für die anticholinerge Therapie
Nach der 2002 neu festgelegten De-
finition ist Drangsymptomatik (Ur-
gency) ein „plötzliches, zwingendes 
Verlangen zum Wasserlassen, das 
schwierig zurückzustellen ist“ („a 
sudden compelling desire to pass uri-
ne, which is difficult to defer“ [1]). Die 
überaktive Blase (OAB) wird definiert 
als Syndrom mit „Urgency“, mit oder 
ohne Dranginkontinenz, üblicherwei-
se mit „Frequency“ und Nykturie [7]. 
Von OAB sind 17% der adulten weib-
lichen und männlichen Population 
(>40 Jahre) in Europa betroffen.
M3-spezifische Anticholinergika 
werden favorisiert
Aufgrund der vorwiegend parasympa-
thischen, durch Acetylcholinfreisetzung 
vermittelten Detrusorkontraktion ist die 
anticholinerge Therapie noch immer die 
„First-line-Therapie“ bei Dranginkonti-
nenz. Da hauptsächlich der muskari-
nische M3-Rezeptor für die Detrusor-
kontraktion verantwortlich ist [6], wer-
den zzt. M3-selektive Anticholinergika 
favorisiert [5]. Es profitieren jedoch nicht 
alle Patienten gleichermaßen, was auf ei-
ne Heterogenität des Patientenkollektivs 
schließen lässt. Ziel der Arbeiten ist die 
Definition von Patientengruppen mit 
spezifischen Veränderungen der Rezep-
torexpression und die Erstellung von in-
dividuellen Rezeptorprofilen, um so eine 
gezielte medikamentöse Therapie zu er-
möglichen.
Das Patientenkollektiv mit idiopa-
tischer Dranginkontinenz ist 
heterogen
Die Entwicklung einer interstitiellen Zys-
titis (IC) ist ein multifaktorieller, langwie-
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keiten bei der Interpretation der Ergeb-
nisse für den Menschen zu umgehen.
Unsere zentralen Themenkomplexe 
sind:
F  Definition der Struktur und Funktion 
der normalen Harnblase,
F  pathologische Veränderungen der Re-
zeptorausstattung der Detrusormus-
kulatur bei Funktionsstörungen des 
unteren Harntraktes,
F  zytokinvermittelte zelluläre und 
strukturelle Veränderungen,
F  genetische Grundlagen.
Die physiologischen und molekularbiolo-
gischen Grundlagen können in Zellkul-
turen sehr gut untersucht werden. Die 
Überprüfung in vivo könnte dann experi-
mentell z. B. in speziellen Knock-out-Tie-
ren erfolgen.
Wir stellen hier drei Arbeiten zu den 
unterschiedlichen Themenkomplexen 
vor:
1.  Struktur und Funktion der suburo-
thelialen Myofibroblasten in der hu-
manen Harnblase unter norma-
len und pathologischen Bedin-
gungen (J. Neuhaus, M. Heinrich, N. 
Schlichting, A. Oberbach, G. Fitzl, T. 
Schwalenberg, L.-C. Horn, J.-U. Stol-
zenburg).
2.  Neue Verfahren der optimalen Pati-
entenselektion für die anticholinerge 
Therapie (J. Neuhaus, T. Schwalen-
berg, N. Schlichting, M. Schulze, L.-C. 
Horn, J.-U. Stolzenburg).
3.  Regulation von Interleukin-6 durch 
Lipopolysaccharid-Stimulation in kulti-
vierten humanen Detrusormyozyten (J. 
Neuhaus, N. Schlichting, A. Oberbach, 
J.-U. Stolzenburg).
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Regulation von Interleukin-6 durch Lipo-
polysaccharid-Stimulation in kultivierten 
humanen Detrusormyozyten
Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zy-
tokin, dessen Plasma- und Urinwerte bei 
Harnblasenkarzinom [3], Nierenzellkarzi-
nom [11] und Prostatakarzinom [8] erhöht 
sind. Auch bei der interstitiellen Zystitis 
(IC) wurden erhöhte IL-6-Werte im Urin 
nachgewiesen [1, 7, 13].
IL-6 wird bei bakteriellen Infektionen 
hochreguliert und stimuliert die Produk-
tion und Freisetzung von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber (C-reaktives Prote-
in, Fibrinogen, Serum-Amyloid A). IL-6 
ist ein Wachstums- und Differenzierungs-
faktor für B-Zellen und stimuliert die Pro-
duktion von Immunoglobulinen.
Viele verschiedene Zelltypen sind in 
der Lage, IL-6 zu synthetisieren. Kürzlich 
konnte gezeigt werden, dass auch humane 
Detrusormuskelzellen als Antwort auf die 
inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-
13 IL-6 freisetzen [5]. Damit ist die glatte 
Muskulatur des Detrusors eine Quelle des 
bei urologischen Erkrankungen gemes-
senen IL-6. Durch die Aktivierung des 
STAT3-Signalwegs nimmt IL-6 eine zen-
trale Position im inflammatorischen Netz-
werk von Krebserkrankungen ein [2].
IL-6 reguliert über unterschiedliche in-
trazelluläre Signalwege die Expression ver-
schiedener Proteine, wie an zahlreichen 
Zelltypen gezeigt wurde. Ziel der Arbeiten 
ist die Aufklärung der Genregulation glatt-
muskulärer Zielgene über die MAP-Kina-
se, PI3- und STAT3-Signalwege in kulti-
vierten humanen Detrusormyozyten.
Material und Methoden
Zellkulturen wurden aus makroskopisch 
unauffälligem Detrusorgewebe von 
4 männlichen Patienten mit Harnblasen-
karzinom etabliert. Für die Stimulations-
experimente mit LPS wurden passagierte 
Zellen (Passagen 4–5) verwendet.
Doppel- bzw. Dreifachmarkierungsex-
perimente mit monoklonalen und poly-
klonalen Antikörpern gegen IL-6, die IL-
6R-Untereinheiten gp80 und gp130 und 
Lamin A (Markierung der Kernmem-
bran), wurden mittels konfokaler Immu-
nofluoreszenz analysiert.
Die Expression von IL-6, gp80, gp130, 
aSMCA, β-Aktin und h36B4 (nichtregu-
liertes ribosomales Protein) wurden durch 
quantitative RT-PCR (TaqMan) auf 
mRNA-Ebene analysiert.
Die Phosphorylierung von STAT3 wur-
de in Western-Blots untersucht. Ein IL-6-
ELISA wurde für die Analyse der IL-6-
Produktion und Freisetzung durch kulti-
vierte Detrusormyozyten eingesetzt.
Ergebnisse
In Harnblasengewebe ist IL-6 in 
den Zellkernen angereichert
Wir fanden eine starke nukleäre IL-6-Im-
munoreaktivität (IL-6-IR) in Detrusor-
myozyten, im Urothel und in der Lamina 
propria (. Abb. 1 a–c). Bei den IL-6-po-
sitiven Zellen in der Lamina propria han-
delt es sich wahrscheinlich um Myofibro-
blasten. Detrusormyozyten zeigten zu-
dem schwache zytoplasmatische IL-6-Ak-
kumulationen (. Abb. 1 b, Pfeile).
 * J.N. und N.S. trugen gleichermaßen zu der prä-
sentierten Arbeit bei.
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Abb. 1 9 Immunhistoche-
mischer Nachweis von IL-6 
und IL-6R in humaner Harn-
blase. Zystektomiepräpa-
rat, Patient 60 Jahre, männ-
lich. a Mit Präimmunserum 
behandelte Schnitte zeigen 
keine unspezifische Mar-
kierung; Kerne erscheinen 
blau. b Detrusor, moderate 
lokale IL-6-IR im Zytoplas-
ma (Pfeile) und starke Mar-
kierung im Kern. Lamin A 
(rot) demarkiert die Kern-
membranen. c Urothelzell-
kerne und Zellkerne in der 
Lamina propria zeigen star-
ke IL-6-IR. Messbalken im 
Inset = 5 μm. 
d–f Verteilung der IL-6R 
gp80 (grün) und gp130 
(rot). Der Messbalken in a 
gilt für alle Bilder; Kerne 
DAPI-Färbung (blau)
Abb. 2 9 IL-6 und IL-6R in 
kultivierten Detrusormyo-
zyten. a Kontrolle. 
b–c Dreifachmarkierung: 
IL-6 (grün), gp80 (rot), 
gp130 (weiß). Kerne DAPI-
Färbung (blau)
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Abb. 3 9 LPS-Stimulations-
experimente. a RT-PCR; IL-6 
wird bereits nach 1 h hoch-
reguliert. b ELISA; die Zu-
nahme der IL-6-Produktion 
und Freisetzung sind zeit-
abhängig (* p<0,05)
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Die β-Kette des IL-6R (gp130) war so-
wohl im Detrusor als auch im Urothel 
stark exprimiert (. Abb. 1 e–f), während 
die α-Untereinheit (gp80) im Detrusor 
kaum detektierbar war (. Abb. 1 e, Pfei-
le). Im Urothel hingegen zeigte sich eine 
schwache punktförmige Markierung 
(. Abb. 1 f, i), während in der Lamina 
propria eine wahrscheinlich extrazellu-
läre, starke gp80-IR zu beobachten war 
(. Abb. 1 f). Da der verwendete Anti-
körper auch die lösliche Form des IL-6R 
(gp80) erkennt, spricht dies für eine Frei-
setzung des Rezeptors in den Extrazellu-
larraum.
Kultivierte Detrusormyozyten ex-
primieren IL-6, gp80 und gp130
In kultivierten Zellen zeigte sich ein äqui-
valentes Bild zu den Gewebebefunden. 
IL-6 und gp130 waren stark exprimiert, 
während gp80 kaum detektiert werden 
konnte. In mit LPS stimulierten Zellkul-
turen konnte auch membrangebundenes 
gp80 immunfluoreszenztechnisch nach-
gewiesen werden. Stimulation mit 0,1 μg/
ml LPS führte zu einer Zunahme der IL-
6-IR nach 3 Stunden (. Abb. 2 b) und 
nach 6 Stunden (. Abb. 2 c). Nach 
6 Stunden zeigte gp130 perinukleäre Ak-
kumulationen (. Abb. 2 c, roter Pfeil), 
und der IL-6-Rezeptor gp80 ließ sich 
ebenfalls als punktförmige Membran-
markierung nachweisen (. Abb. 2 c, 
weiße Pfeile). Im Gegensatz zu den Er-
gebnissen in Harnblasengewebe fanden 
wir keine auffällige nukleäre Anreiche-
rung von IL-6.
LPS stimuliert die Produktion und 
Sekretion von IL-6
Die Stimulation mit LPS zeigte bei 0,1 und 
1 μg/ml keine signifikanten Unterschiede 
in der IL-6-Regulation (Daten nicht ge-
zeigt). Zeitabhängig wurde die Expression 
von IL-6 auf mRNA und Proteinebene 
durch LPS hochreguliert (. Abb. 3 a, b).
ELISA-Analysen ergaben einen signi-
fikanten Anstieg des IL-6-Proteins sowohl 
im Zytosol als auch im Überstand zwi-
schen den Messzeitpunkten 1 Stunde und 
6 Stunden. Interessant ist, dass der IL-6-
Proteingehalt im Überstand nach 3 Stun-
den noch ansteigt, während der Gehalt im 
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Regulation von Interleukin-6 durch Lipopolysaccharid-Stimulation in 
kultivierten humanen Detrusormyozyten
Zusammenfassung
Hintergrund.  Interleukin-6 (IL-6) Plasma und 
Urinwerte sind bei Neoplasien und inflamm-
atorischen Erkrankungen erhöht. Ziel der Ar-
beiten ist die Aufklärung der Genregulation 
glattmuskulärer Zielgene über die verschie-
denen IL-6-Signalwege in kultivierten hu-
manen Detrusormyozyten.
Patienten und Methoden.  Die Expression 
von IL-6 und IL-6R (gp80, gp130) wurde im-
munhistochemisch, mit RT-PCR und Western-
Blot untersucht. Stimulationsexperimente 
mit LPS wurden an kultivierten glatten Mus-
kelzellen aus Blasenbiopsien von 4 männ-
lichen Tumorpatienten durchgeführt.
Ergebnisse.  IL-6- und IL-6R-Expression wur-
de in Urothel, Lamina propria und Detrusor 
gefunden. Stimulation mit LPS führte zu ei-
ner zeitabhängigen Synthese und/oder Frei-
setzung von IL-6, IL-6R und STAT3.
Diskussion.  Die Ergebnisse sprechen für ei-
nen Einfluss von IL-6 in der Harnblase. Detru-
sor und Urothel können als Quelle für er-
höhte IL-6-Werte dienen. Die Aufklärung der 
durch IL-6 regulierten Gene könnte weitrei-
chende Konsequenzen für die Therapie von 
Tumoren und chronischen Entzündungen 
des unteren Harntrakts haben.
Schlüsselwörter
IL-6 · gp80 · gp130 · STAT3 · Signaling
Lipopolysaccharide-mediated regulation of interleukin-6 in cultured 
human detrusor smooth muscle cells
Abstract
Background.  Interleukin-6 (IL-6) is a pleio-
tropic cytokine which shows elevated plas-
ma and urine levels in cancer and inflamma-
tory diseases of the urinary tract. The aim of 
the study is to define IL-6 target gene regu-
lation in cultivated human detrusor smooth 
muscle cells.
Patients and methods.  The expression of 
IL-6 and IL-6R (gp80, gp130) was studied by 
confocal immunofluorescence, rtPCR and 
Western blotting. Lipopolysaccharide (LPS) 
stimulation experiments were conducted 
in smooth muscle cell cultures derived from 
bladder biopsies of four male tumor patients.
Results.  IL-6 and IL-6R expression was found 
in urothelium, lamina propria and detrusor 
cells. LPS stimulation evoked a time-depen-
dent synthesis and/or release of IL-6, IL-6R 
and STAT3.
Conclusions.  Our results favor the notion 
that IL-6 can stimulate various cells of the hu-
man urinary bladder. Both detrusor cells and 
urothelium can serve as a source of elevat-
ed IL-6 levels. Finding genes regulated by IL-6 
could be of great value for new therapeutical 
approaches in cancer and chronic inflamma-
tion of the lower urinary tract.
Keywords
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Zytosol auf gleichem Niveau bleibt 
(. Abb. 3 b). Dies spricht für eine sekre-
torische Aktivität der glatten Detrusor-
muskelzellen.
Genomische Regulation der IL-6-Si-
gnalproteine (STAT3, gp80, gp130)
Die Quantive RT-PCR (TaqMan) zeigte 
eine verzögerte Hochregulation der IL-6-
Signalproteine zwischen 1 Stunde und 
6 Stunden Stimulationsdauer mit 1 μg/ml 
LPS.
Daraus geht hervor, dass verschiedene 
an der Signaltransduktion beteiligte Protei-
ne auf Expressionsebene unterschiedlich 
reguliert werden. STAT3 wird nicht regu-
liert, und gp80 wird erst nach 6 Stunden 
Stimulation hochreguliert. Die mem-
branständige, der IL-6R-Familie gemein-
same β-Rezeptor-Untereinheit (gp130) 
zeigt hingegen ein frühes Maximum nach 
3 Stunden mit einem deutlichen Abfall bis 
zu 6 Stunden-LPS-Stimulationsdauer 
(. Abb. 4 a).
Im Western-Blot fanden wir keine Zu-
nahme des phosphorylierten STAT3 
(. Abb. 4 b). Das weist darauf hin, dass 
der klassische IL-6-Signalweg über STAT3 
in diesen Zellen durch LPS-Stimulation 
nicht aktiviert wird. Dies entspricht den 
Ergebnissen von Iankov et al. [6], die an 
Plasmozytomzellen zeigen konnten, dass 
die durch LPS induzierte Hochregulation 
von IL-6 nicht zu einer STAT3 vermit-
telten Genregulation führt.
Diskussion und 
Schlussfolgerungen
Unseres Wissens ist dies das erste Mal, 
dass die Expression und Verteilung von 
IL-6 und der IL-6R-Untereinheiten α 
(gp80) und β (gp130) in der humanen 
Harnblase beschrieben wird.
Wir konnten zeigen, dass Urothelzellen 
und Detrusormuskelzellen in der humanen 
Harnblase eine Quelle für IL-6 sind. Die IL-
6-IR fand sich dabei fast ausschließlich in 
den Kernen, was die Frage nach einer mög-
lichen regulativen, auch autoregulativen 
Funktion impliziert. Eine derartige Vertei-
lung wurde von Bihl et al. [4] für überexpri-
miertes IL-6 in transfizierten HUH7-Zel-
len (humane Lungenfibroblasten) beschrie-
ben. Die extrem starke Expression von 
gp130 im Urothel spricht für eine große Be-
deutung der IL-6R-Familie für die Urothel-
funktion. Die geringe Expression von 
membrangebundenem gp80 bedeutet nicht 
unbedingt, dass keine IL-6-Signaltrans-
duktion stattfinden kann, da der IL-6R in 
löslicher Form (sIL-6R) von zahlreichen 
Zellen sezerniert wird und über einen als 
„Trans-Signaling“ bezeichneten Mechanis-
mus eine gp130-vermittelte Signalkaskade 
initiieren kann [9].
Da LPS als Bestandteil gramnegativer 
Bakterien (E. coli, Enterokokken) für 
Harnwegsinfekte verantwortlich ist und 
chronische Inflammation für die Tumor-
pathogenese eine zentrale Rolle spielt [2], 
haben wir die Effekte von LPS auf die Ex-
pression von IL-6, die IL-6R und STAT3 
als ein Schlüsselprotein im IL-6-Signal-
weg in kultivierten Detrusormyozyten 
untersucht. LPS stimulierte die IL-6-Pro-
duktion wie auch die IL-6-Freisetzung, 
was eine aktive Rolle der glatten Muskula-
tur als IL-6-Quelle bei Inflammation un-
terstützt. Die IL-6R wurden unterschied-
lich reguliert, während STAT3 keine geno-
mische Regulation zeigte. Auch das Feh-
len eines Anstiegs von phosphoryliertem 
STAT3 spricht gegen die Beteiligung des 
klassischen IL-6-Signalwegs.
Die Expression von IL-6-Rezeptoren 
macht eine Autoregulation der Detrusor-
myozyten durch IL-6 wahrscheinlich. Bis-
her sind die Zielgene für die IL-6-Signal-
kaskade in der Detrusormuskulatur noch 
nicht bekannt. Erhöhte IL-6-Spiegel 
könnten daher für lokale pathologische 
Reaktionen der Harnblasenzellen verant-
wortlich sein.
Die Suche nach den durch IL-6 regu-
lierten Zielgenen ist ein Forschungsziel 
unserer interdisziplinären Arbeitsgruppe.
Fazit für die Praxis
Verschiedene moderne pharmakolo-
gische Ansätze beschäftigen sich mit der 
Regulation der IL-6-Signalkaskade bei 
Tumorerkrankungen und systemischen 
Entzündungen. Zurzeit werden neue An-
tikörper gegen IL-6R für die antiinflamm-
atorische Therapie entwickelt [14], und 
ein Präparat (Tocilizumab) wird für die 
Therapie von rheumatoider Arthritis der-
zeit schon eingesetzt [10, 12].
Eine Ausweitung der Indikation auch auf 
Krankheitsbilder des unteren Harntrakts, 
die mit einem Anstieg von IL-6 einherge-
hen, erfordert die Aufklärung der durch 
IL-6 in den verschiedenen Zelltypen re-
gulierten Gene und die Bedeutung von 
IL-6 für die normale Harnblasenfunktion.
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Struktur und Funktion der suburothe-
lialen Myofibroblasten in der humanen 
Harnblase unter normalen und 
pathologischen Bedingungen
Die harnleitenden Bereiche des Harn-
trakts zeichnen sich durch einen ver-
gleichbaren histologischen Aufbau 
aus. Das mehrschichtige Übergangs-
epithel (Urothel) besteht aus spezi-
alisierten Deck- oder Umbrellazel-
len, denen die Urin-Gewebe-Barrie-
refunktion zukommt, gefolgt von ei-
ner bis zu 6 Zelllagen dicken Schicht 
aus Urothelzellen und einer einla-
gigen, einer Basalmembran aufge-
lagerten regenerativen Basalzell-
schicht. Direkt unterhalb der Basal-
membran liegt ein Kapillarnetz, dem 
eine variable Schicht von Zellen mit 
Myofibroblasten-artiger Differenzie-
rung folgt. Die meist dicke Lamina 
propria ist relativ zellarm und besteht 
aus einem in reichlich kollagenes Bin-
degewebe eingebetteten lockeren 
Gerüst aus Fibroblasten. Die eigent-
liche Detrusormuskulatur bildet eine 
mehrlagige Wand aus unterschiedlich 
großen Bündeln glatter Muskelzellen 
(. Abb. 1 a, b).
Myofibroblasten
Myofibroblasten wurden als eigenständi-
ger Zelltyp zunächst in verschiedenen fi-
brösen Pathologien beschrieben. Es be-
steht mittlerweile weitgehende Überein-
stimmung bei der Definition von nichtre-
aktiven Myofibroblasten (. Tab. 1), wo-
hingegen die Definition in Tumoren und 
bösartigen Läsionen noch immer schwie-
rig ist (Übersicht bei: [4]). Auch ist eine 
eindeutige Abgrenzung von Myofibro-
blasten und glatten Muskelzellen auf-
grund fehlender exklusiver Markerprotei-
ne zurzeit noch nicht möglich [12].
Von besonderer Bedeutung für die Pa-
thologie der Harnblase ist die Feststellung, 
dass Fibroblasten unter bestimmten phy-
sikalischen und biochemischen Umstän-
den in Myofibroblasten transdifferenzie-
ren können [5]. Diese Transdifferenzie-
rung wird induziert durch die gemein-
same Aktion von TGF-β1, PDGF und me-
chanischem Stress und benötigt bestimm-
te Matrixmoleküle, wie z. B. intrazellu-
läres Fibronektin [1, 3, 7]. Auch wird eine 
Transdifferenzierung von Serosafibroblas-
ten in Myofibroblasten und eine Weiter-
differenzierung in glatte Muskelzellen mit 
fetalen Eigenschaften unter experimentel-
ler Blasenauslassobstruktion (BOO) dis-
kutiert [2].
Funktion der Myofibroblasten
Über die Funktion der Myofibroblasten in 
der Harnblase ist wenig bekannt. Neben 
einer integrativen Funktion in der senso-
rischen Signalverarbeitung [6] wird auch 
eine Schrittmacherfunktion im Sinne der 
interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) dis-
kutiert, wobei jedoch die Datenlage zu ei-
ner abschließenden Beurteilung noch 
nicht ausreicht [9].
Verschiedene Autoren haben in den 
letzten Jahren gezeigt, dass die suburothe-
1197Der Urologe 9 · 2007  | 
 41
5.3  Palmitate Induced IL‐6 and MCP‐1 Expression in Human Bladder Smooth 
Muscle Cells Provides a Link between Diabetes and Urinary Tract Infections 
 
Autoren 
A. Oberbach*, N. Schlichting*, M. Blüher, P. Kovacs, H. Till, J.‐U. Stolzenburg, J. 
Neuhaus 
 
Bibliografie 
PLoS ONE. 2010 May; 5(5): e10882. doi:10.1371/journal.pone.0010882. 
Palmitate Induced IL-6 and MCP-1 Expression in Human
Bladder Smooth Muscle Cells Provides a Link between
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Abstract
Background: Urinary tract infections (UTI) are more frequent in type-2 diabetes mellitus patients than in subjects with
normal glucose metabolism. The mechanisms underlying this higher prevalence of UTI are unknown. However, cytokine
levels are altered in diabetic patients and may thus contribute to the development of UTI. Increased levels of free fatty acids
(FFA), as observed in obese patients, can induce IL-6 production in various cell types. Therefore we studied the effects of
the free fatty acid palmitate and bacterial lipopolysaccharide (LPS) on interleukin-6 (IL-6) and monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1) expression and secretion in cultured human bladder smooth muscle cells (hBSMC).
Methodology/Principal Findings: Biopsies were taken from patients undergoing cystectomy due to bladder cancer.
Palmitate or LPS stimulated hBSMC were analysed for the production and secretion of the IL-6, gp80, gp80soluble, gp130,
MCP-1, pSTAT3, SOCS3, NF-kB and SHP2 by quantitative PCR, ELISA, Western blotting, and confocal immunofluorescence. In
signal transduction inhibition experiments we evaluated the involvement of NF-kB and MEK1 in IL-6 and MCP-1 regulation.
Palmitate upregulates IL-6 mRNA expression and secretion via NF-kB dependent pathways in a concentration- and time-
dependent manner. MCP-1 was moderately upregulated by palmitate but was strongly upregulated by LPS involving NF-kB
and MEK1 dependent pathways. Soluble IL-6 receptor (gp80soluble) was downregulated by palmitate and LPS, while
membrane-bound gp80 was moderately upregulated. LPS increased SOCS3 and SHP2, whereas palmitate only induced
SOCS3. Secondary finding: most of the IL-6 is secreted.
Conclusions/Significance: Bacterial infection (LPS) or metabolic alterations (palmitate) have distinct effects on IL-6
expression in hBSMC, (i) short term LPS induced autocrine JAK/STAT signaling and (ii) long-term endocrine regulation of IL-6
by palmitate. Induction of IL-6 in human bladder smooth muscle cells by fatty acids may represent a pathogenetic factor
underlying the higher frequency and persistence of urinary tract infections in patients with metabolic diseases.
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Introduction
Urinary tract infections (UTI) are more frequent in patients with
diabetes mellitus than in subjects with normal glucose metabolism
and take a more severe course [1,2]. Women with diabetes require
longer and more aggressive antimicrobial treatment for UTI, and
have more recurrences of their UTI than non-diabetic women. The
hospitalization due to complications of the UTI occurs significantly
more often in women with diabetes [3]. Urine cytokine levels and an
increased adherence of the microorganisms to the uroepithelial cells
seem to be the main predictors of increased prevalence of both
asymptomatic and symptomatic bacteriuria in diabetic patients [4].
Whereas some authors suggest glucosuria as diabetes-specific variable
potentially associated with symptomatic infection [5], no association
between bacteriuria and indicators of glycemic control, such as the
blood glucose level and the glycosylated hemoglobin value, have been
found by others [6]. In addition to chronic hyperglycemia, altered
fatty acid metabolism belongs to the metabolic alterations associated
with type-2 diabetes [7]. However, it is not known whether alterations
in circulating free fatty acids (FFA) may contribute to the increased
UTI frequency in patients with diabetes.
Bacterial UTI lead to upregulation of cytokines and growth
factors and recruitment of inflammatory cells by LPS [8,9]. IL-6
was shown to be the single most prominent cytokine detected in
the urine patients with UTI [10]. Low-grade chronic inflammation
is reflected by a 2–3-fold increase in the systemic levels of certain
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cytokines [11] as well as C-reactive protein (CRP), and an
association has been confirmed between low-grade systemic
inflammation and type-2 diabetes [12].
There is growing evidence that increased levels of FFA can induce
IL-6 production in various cell types, and might therefore be involved
in the pathophysiology of UTI [13–15]. Elevated FFAs in obese
patients may provide a mechanistic link between increased fat mass
and the development of insulin resistance, glucose intolerance, and
beta-cell dysfunction that promote the onset of diabetes [7,16].
Palmitate induced accumulation of IL-6 is regulated dependently of
c-Jun N-terminal kinase in 3T3-L1 adipocytes [17], but is regulated
via NF-kB in myotubes [13], pointing to the existence of potential
tissue/cell specific regulatory mechanisms in inflammation. In
addition, palmitate could regulate monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1) expression in adipose tissue [18], human vascular umbilical
vein cells (HUVEC) and rat vascular smooth muscle cells [19].
Figure 1. Palmitate effects on IL-6 andMCP-1mRNAandprotein levels. Time- and concentration- dependent regulation of IL-6 andMCP-1 protein
(A, C) and mRNA (B, D). IL-6 protein content (A) was measured in cytosol (white bars, ng/mg) and supernatant (black bars, ng/ml), while MCP-1 protein was
measured exclusively in supernatant (C, ng/ml). All bars indicate difference tomedium control. For eachmeasurement a medium treated control was used.
Data are shown as mean and SEM. Significant differences are indicated by lines. mRNA (B, D) was normalized to natural logarithm LN.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g001
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The aim of the present study was to investigate IL-6 and MCP-1
regulation in hBSMC by acute bacterial infection (LPS stimula-
tion) and metabolic alterations (palmitate) as potential risk factor
for chronic bladder inflammation.
Results
Treatment of hBSMC with FFA palmitate (up to 48 hrs)
resulted in significantly increased IL-6 protein concentrations in
the supernatant, but not in the cytosol (Fig. 1A) A similar pattern
was observed for palmitate stimulated IL-6 mRNA expression
(Fig. 1B). Increased IL-6 secretion into the medium was dependent
on palmitate concentration and time.
In contrast, stimulation with LPS led to IL-6 protein upregulation
in the supernatant while levels decreased with time in the cytosol
(Fig. 2A). There was no concentration- dependent regulation of IL-6
mRNA (Fig. 2B). In addition total IL-6 expression was only about
25% of IL-6 protein produced upon palmitate stimulation (Fig. 2A).
While MCP-1 showed similar regulation of the mRNA (Fig. 1D),
this concentration- and time-dependent upregulation was not
Figure 2. LPS effects on IL-6 and MCP-1 mRNA and protein levels. Time- and concentration- dependent regulation of IL-6 and MCP-1 protein
(A, C) and mRNA (B, D). IL-6 protein content (A) was measured in cytosol (white bars, ng/mg) and supernatant (black bars, ng/ml), while MCP-1 protein
was measured exclusively in supernatant (C, ng/ml). All bars indicate difference to medium control. For each measurement a medium treated control
was used. Data are shown as mean and SEM. Significant differences are indicated by lines. Post-hoc Bonferroni test was used after ANOVA.
Significance level was p,0.05. mRNA (B, D) was normalized to natural logarithm LN.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g002
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reflected by MCP-1 protein content. Protein expression was
constant over 48 hrs and was highest at low palmitate concentra-
tion (Fig. 1C). Upon LPS stimulation the MCP-1 protein in the
supernatant and in the cytosol decreased time- and concentration-
dependent (Fig. 2C). MCP-1 mRNA showed a comparable
downregulation with time but only moderate decrease with
increasing concentrations of LPS (Fig. 2D).
We found a transient upregulation of the mRNA of IL-6
receptor protein gp80 and its soluble form gp80 soluble (Fig. 3A).
After 16 hrs of incubation the gp80 mRNA was still high while the
mRNA of gp80soluble was significantly downregulated. This
opposite regulatory effect on mRNA levels was most prominent
with low palmitate concentration (0.125 mM) but was still present
at higher concentrations (Fig. 3A). Gp80 protein was significantly
downregulated as early as after 8 hrs incubation lasting up to
24 hrs. However, after 48 hrs incubation with 0.25 mM palmitate
the effect was reversed. This high level expression of gp80 was
concentration-independent (Fig. 3B).
The effects of LPS stimulation on gp80 and gp80soluble mRNA
are comparable to palmitate induced regulation (Fig. 4A,
C), except for a significant initial upregulation of gp80 and
gp80 soluble after 8 hrs. After 48 hrs there was an opposite
regulation of cytosolic gp80 protein, which was increased by
palmitate (0.25 mM) but decreased by LPS (1 mg/ml). Prominent
downregulation of pSTAT3 protein was evident in LPS
stimulated cells on a short time scale up to 6 hrs (Fig. 4B),
whereas there was an upregulation of pSTAT3 protein after 8 hrs
of palmitate stimulation (Fig. 3B).
The membrane IL-6 receptor protein gp130 showed only
moderate mRNA upregulation (Fig. 3C). Both, STAT3 mRNA
and protein were significantly downregulated after 24 hrs
incubation with 0.25 mM palmitate, which was the most effective
concentration at 48 hrs, too (Fig. 3B, C). Confocal imaging
revealed perinuclear enrichment of pSTAT3 after 48 hrs stimu-
lation with 1 mg/ml LPS (Fig. 5A2) and even more prominent with
0.25 mM palmitate (Fig. 5A3).
SOCS3, SHP2
Since SOCS3 and SHP2 are important regulators of IL-6
signaling pathways, we further examined their regulation by
palmitate and LPS. SOCS3 mRNA and SOCS3 protein
increased after 48 hrs of palmitate treatment (Fig. 6A, B).
SHP2 mRNA and SHP2 protein levels decreased (Fig. 6C, D).
Interestingly, LPS caused upregulation of SOCS3 mRNA in the
first 6 hrs of treatment, but levels returned to baseline level after
48 hrs, while SOCS protein content was highest after 48 hrs
(Fig. 6E, F). SHP2 mRNA and protein levels were unaltered
after LPS treatment (Fig. 6G, H). These findings were
confirmed by confocal immunofluorescence. We found highest
immunoreactivity for pSTAT3, SOCS3, and SHP2 after
palmitate treatment, while the changes were only moderate in
LPS treated cultures (Fig. 5).
NF-kB p65 regulation and activation
NF-kB p65 is the main transcription factor regulating IL-6 gene
expression [20]. We found concentration- and time-dependent
downregulation of the NF-kB p65 mRNA (Fig. S1A, B) and pNF-
kB p65 protein (Fig. 7A, B). This was in striking contrast to the
effect of LPS, which led to concentration-dependent upregulation
of both, NF-kB p65 mRNA (Fig. S1B) and pNF-kB p65 protein
(Fig. 7B).
In double confocal immunofluorecence experiments we found
time-dependent translocation of NF-kB p65 into the nuclei as
evidence of NF-kB activation after 48 hrs of LPS (1 mg/ml) and
palmitate (0.25 mM) stimulation. We found more NF-kB p65 in
nuclei of palmitate stimulated cells than after LPS stimulation. To
quantify this translocation we performed dot blot analysis using a
specific antibody against phosphorylated (Ser536) activated NF-kB
p65. Basic ratio was 2.760.66 (mean6SD) in medium control and
moderate higher in LPS stimulated cells (3.560.92), while the ratio
was significant higher after 48 h of palmitate stimulation
(5.761.1).
Pathway analysis by inhibition of NF-kB (MG132) or MEK1
(PD98059) showed that IL-6 was regulated via NF-kB, but not via
MEK1, whereas MCP-1 was regulated via NF-kB and MEK1
dependent pathways (Fig. 7D, E).
Discussion
Here we studied the effects of palmitate and LPS on human
bladder smooth muscle cells with the aim to elucidate potential
novel mechanisms underlying the observation that urinary tract
infections are more frequent in patients with diabetes mellitus
and take a more severe course [1,2]. Defects in the local urinary
cytokine secretions and an increased adherence of pathogenic
microorganisms to the uroepithelial cells have been discussed as
mechanisms for increased prevalence of UTI in patients with
diabetes [4]. In a proteom study Yohannes et al. [21] found
significant alterations in rat detrusor muscle after streptozoto-
cin-induced diabetes, suggesting that diabetes depending
bladder dysfunction may involve dysregulation of structural
cell integrity, cell adhesion, proliferation and inflammation
[21].
It is well known that during acute infection LPS triggers
intracellular signaling cascades via Toll-like receptor TLR4 that
rapidly induce inflammatory cytokines that initiate a variety of
overlapping immune responses [22].
However, fatty acids and their metabolites act also directly and
indirectly to regulate metabolism and immune function through
their interactions with specific enzymes [23]. Exaggerated and
prolonged postprandial hyperlipidemia is an important character-
istic of diabetic dyslipidemia [7,24].
In the present study we report that palmitate treated human
bladder smooth muscle cells (hBSMC) are a source of MCP-1 and
IL-6. We used specific inhibitors to interfere with the signaling
cascade. We found regulation of IL-6 via NF-kB, which is in line
with the regulation of IL-6 by palmitate stimulation in human
skeletal muscle cells as reported earlier [13].
Unexpectly, pNF-kB p65 protein content was significantly
lower in palmitate stimulated cells as compared to medium control
(Fig. 7A). This finding needs further investigation, since on the
other hand we found short-term upregulation of pNF-kB p65 by
LPS (Fig. 7B). One might suggest that the palmitate stimulus is
much stronger than LPS and might therefore lead to increased
protein turn-over.
MCP-1 also showed NF-kB dependent regulation as recently
reported for IL1b stimulated human aorta smooth muscle cells
Figure 3. Palmitate effects on the expression of IL-6 receptor subunit gp80, gp80soluble, gp130 and pSTAT3. (A) Membrane gp80
receptor mRNA (white bars), soluble gp80 mRNA (black bars). (B) Protein expression of gp80 (white bars) and pSTAT3 (black bars) was measured by
ELISA, and membrane gp130 receptor was analysed by Western blot. (C) Gp130 mRNA (white bars), STAT3 mRNA (black bars). Data are shown as
mean and SEM. mRNA was normalized to natural logarithm LN.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g003
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[25]. However, MCP-1 was downregulated by MEK1 inhibitor
(PD98059) in hBSMC, indicating regulation via MEK1 pathway
in contrast to IL-6. It is well known that MCP-1 promotes
migration of monocytes [26] and this mechanism has also been
proposed for bladder inflammation [27]. MCP-1 is also related to
insulin resistance and the risk of metabolic syndrome [28].
In hBSMC we found higher secretion of MCP-1 after LPS than
after palmitate stimulation. In contrast IL-6 secretion was much
Figure 4. LPS effects on the expression of IL-6 receptor subunit gp80, gp80soluble, gp130 and pSTAT3. (A) Membrane gp80 receptor
mRNA (white bars), soluble gp80 mRNA (black bars). (B) Protein expression of gp80 (white bars) and pSTAT3 (black bars) was measured by ELISA, and
membrane gp130 receptor was analysed by Western blotting. (C) Gp130 mRNA (white bars), STAT3 mRNA (black bars). Data are shown as mean and
SEM. mRNA was normalized to natural logarithm LN.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g004
Figure 5. Confocal immunofluorescence of cultures treated for 48 hrs with 1 mg/ml LPS or 0.25 mM palmitate. (A1–C1) Medium
control; (A2–C2) LPS treated; (A3–C3) palmitate treated. Cells were double labelled for pSTAT3 (green) and SOCS3 (orange). Monoclonal SHP2 (red)
antibody was used in single labelling experiments. Nuclei were stained with DAPI (blue) recorded with standard fluorescence and merged into the
confocal images. The scale bar in B3 applies to all images except the insets, which have been enlarged two times.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g005
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higher in palmitate stimulated cells than after LPS treatment
(Fig. 1, Fig. 2). To the best knowledge of the authors this is the first
study to show that the vast amount of palmitate stimulated IL-6 is
secreted. Only basic cytosolic amounts are detectable (Fig. 1). This
supports the view that the human bladder smooth muscle cells are
involved in immunological processes and may have endocrine
function. To examine possible regulatory function of IL-6 onto
bladder smooth muscle cells we studied the IL-6 receptor pathway
in hBSMC.
The IL-6 signaling cascade depends on the common cytokine
receptor family gp130 subunit and the IL-6 receptor specific gp80
subunit forming a hexameric receptor-IL-6 complex. Gp80 exists
in a membrane-bound and soluble form, produced as alternative
splice variant [29]. For long-term autocrine stimulation by IL-6
the whole receptor complex is needed. We could show, that gp80
mRNA and protein were time-dependent down-regulated by both,
palmitate and LSP (Fig. 3, 4). This implies preferential exocrine
cytokine signaling by BSMC.
We found short term upregulation of pSTAT3 in LPS and
palmitate stimulated cells, but long term downregulation of
pSTAT3 (Fig. 3, 4) in conjunction with upregulation of SOCS3
(Fig. 5), which implies negative feedback to IL-6 signaling as
reported by Croker et al. [30]. Hence it is evident that both,
LSP and palmitate also induced short-term autocrine regulation
of IL-6 receptor pathway. However, conditional knockout
studies have shown that SOCS3 depletion can induce a number
of inflammatory and metabolic disorders [30]. Therefore,
upregulation of SOCS3 could be a protection mechanism
for the hBSMC to cope with chronically elevated IL-6. At
present it is not known which genes are regulated by pSTAT3 in
hBSMC.
In conclusion, there is a short-term autocrine IL-6 signaling of
BSMC, but a long-term exocrine IL-6 signaling providing cytokine
stimulation to local or invading cells equipped with the IL-6
receptor complex.
Our study provides evidence for the urinary bladder smooth
muscle cells being an immunologically active tissue, which can be
triggered by inflammatory conditions, but which is especially
sensitive to metabolic alterations as provoked by the saturated FFA
palmitate. In the light of our findings, chronically elevated FFA
could well be a risk factor for urinary infections and idiopathic
bladder inflammation in diabetes.
Materials and Methods
Cell Culture
Human bladder smooth muscle cell (hBSMC) cultures were
established from human detrusor muscle after radical cystectomy
of tumour patients. Written informed consent was obtained from
all patients. The study was approved by the ethics committee of
the University of Leipzig (Reg.No. 773). Cells were grown in SMC
Growth Medium 2 (PromoCell, Heidelberg, Germany) and
subcultured up to the forth passage (P4). At 80% confluence cells
were treated with palmitate or with LPS. Palmitate was used in
combination with 2% bovine serum albumin (BSA) as carrier of
free fatty acids. Medium treated cells were used as control. For
pathway analyses, cells were preincubated for 1 h with 20 mM
PD98059 (Map Kinase Kinase/Erk Kinase 1 inhibitor) or 40 mM
MG123 (proteasome inhibitor; Calbiochem, San Diego, USA). If
not indicated otherwise all chemicals were from Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany.
RNA Extraction and Real Time PCR
Total RNA was isolated with RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Quantitative PCR was performed with the ABI 7500
Real Time PCR Instrument (Applied Biosystems, Foster, USA)
using the Brilliant SYBR Green QPCR Core Reagent kit
(Stratagene, La Jolla, USA) and custom primers (MWG-Biotech,
Ebersberg, Germany; Table 1). Human 36B4 (acidic ribosomal
phosphoprotein P0) served as internal standard.
Western Blotting
Cells were washed with PBS and scrapped off in 16 lyses
buffer (Cell Signaling, Danvers, USA) supplemented with 1 mM
PMSF and 1/100 volume protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich). After sonication, the cell extracts were cleared by
centrifugation. 75 mg of total protein were separated by sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide (10%) gel electrophoresis and
transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane by
tank blotting (Mini-PROTEAN II; BioRad, Munich, Germany).
Blots were incubated with primary antibodies for 2 h at
room temperature or over night at 4uC. Detection and
visulization was done with horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit or anti-mouse IgG (1:1000) for 1 h at room
temperature and DAB (FAST 3,39-diaminobenzidine tablets)
as a substrate.
Dot Blot Analysis
Nuclear and cytosolic extracts were prepared according to
Yerneni et al. 1999 [31]. 2 mg total protein of nuclear or cytosolic
extracts were transferred in duplicates on nitrocellulose membrane
by Dot Blotting (Dot Blot 96 System, Biometra, Goettingen,
Germany). After blocking with Odyssee blocking buffer (Licor
Biosciences, Bad Homburg, Germany) for 1 h the membranes
were incubated with anti-Phospho-NF-kB p65 (Ser536) rabbit IgG
(1:1000; Cell Signaling, Danvers, USA) over night at 4uC.
Detection was done with anti-rabbit IRDye 680 (1:5000; Licor
Biosciences) for 2 h. Membranes were scanned with Odyssey
Infrared Imager and evaluated by Odyssey Infrared Imaging
Software 3.0 (Licor Biosciences). Total protein was visualized by
SYPRO Ruby blot stain (BioRad).
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Intracellular and secreted IL-6 was quantified by Quantikine
human IL-6 immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN). Cell
extracts were diluted 1:10 with calibrator diluent. IL-6 in cell
culture supernatants were measured after being centrifuged in
1:100 diluted samples. IL-6 receptor (gp80) and activated
transcription factors (NF-kB, pSTAT3) were determined in
undiluted cell extracts by Quantikine human IL-6 sR immuno-
assay (R&D Systems) and by PathScan Phospho-NF-kB p65 (pNF-
kB; Ser536) and PathScan Phospho-STAT3 (pSTAT3; Tyr705)
Sandwich ELISA (Cell Signaling). MCP-1 was measured in cell
culture supernatants and cell extracts by Quantikine human
CCL2/MCP-1 immunoassay (R&D Systems). For quantification
Figure 6. Palmitate and LPS effects on SOCS3 and SHP2. Time- and concentration- dependent palmitate effects on SOCS3 mRNA (A), SHP2
mRNA (C), SOCS3 protein expression (B), and SHP2 protein expression (D). LPS effects on SOCS3 mRNA (E), SHP2 mRNA (F), SOCS3 protein expression
(G), and SHP2 protein expression (H). Protein content was analysed in the cytosol using Western blotting analysis. All bars indicate difference to
medium control. For each measurement a medium treated control was used. Data are shown as mean and SEM. Significant differences are indicated
by lines. mRNA was normalized to natural logarithm LN.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g006
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Figure 7. Gene regulation and pathway analysis. Time- and concentration-dependent palmitate and LPS effects on pNF-kB protein expression
(A, B). Protein content of pNF-kB was measured in cytosol (A, black bars) and is indicated as difference to medium control (AU in pg/mg) by ELISA. All
bars indicate difference to medium control (A, B). For each measurement a medium treated control was used. Confocal double immunofluorescence
images demonstrate nuclear translocation of NF-kB (green) and IL-6 (red). Nuclei are depicted by DAPI (blue). Dot blot analysis of phosphorylated NF-
kB are shown as ratio of nuclear pNF-kB protein content to cytosolic pNF-kB protein content related to total protein content. Cells were stimulated
for 48 h either with 0.25 mM palmitate or with 1 mg/ml LPS (C). Pathway analysis of palmitate induced IL-6 (D) and MCP-1 (E) regulation. Protein
content was measured by ELISA in supernatants (ng/ml). Cells were stimulated with palmitate (0.5 mM) and inhibitor of proteasomal degradation of
NF-kB (MG132, 40 mM) or MEK1 (PD98059, 20 mM) for 48 hrs. Medium control is indicated as black bar (D, E). Data are shown as mean and SEM.
Significant differences are indicated by lines.
doi:10.1371/journal.pone.0010882.g007
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the cell culture supernatants were diluted 2 fold and the cell
extracts 5 fold with calibration buffer.
Immunocytochemistry
Cells cultured on cover slips were fixed in 4% buffered
paraformaldehyde and incubated overnight at 4uC with primary
antibodies (Table 2). Indirect immunofluorescence was performed
with secondary antibodies conjugated with Alexa Fluor 488, Alexa
Fluor 555 or Alexa Fluor 633 fluorescent dye (1:500; Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). Cell nuclei were stained with 49,6-
diamidino-2-phenylindoldihydro-chloride (DAPI). The cells were
analysed at a confocal laser scanning microscope LSM-5 Pascal
(Carl Zeiss, Jena, Germany).
Statistical Analysis
Complete data analysis was performed using Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA) statistical software. The data
are presented as the mean +/2 SEM from at least three
independent experiments. Statistical differences were analyzed by
ANOVA. A p-value ,0.05 was considered statistically significant.
Table 1. List of primer pairs used for quantitative PCR.
primer sequence 59R39 product length (bp) binding site
IL-6 forward GGT ACA TCC TCG ACG GCA TCT 81 exon 2
IL-6 reverse GTG CCT CTT TGC TGC TTT CAC exon 3
gp80 forward GGG GGA AGC ACC ATA ACT TT 232 exon 10
gp80 reverse ATC TGG GAC TTC AGG CAC AC exon 10
soluble gp80 forward CTC CCA GGT TCA AGA AGA CG 183 exon 8/10
soluble gp80 reverse TGT GGC TCG AGG TAT TGT CA exon 10
gp130 forward TGT AGA TGG CGG TGA TGG TA 246 exon 17
gp130 reverse CCC TCA GTA CCT GGA CCA AA exon 17
STAT3 forward TGT GCG TAT GGG AAC ACC TA 170 exon 24
STAT3 reverse AGA AGG TCG TCT CCC CCT TA exon 24
SOCS1 forward CTG GGA TGC CGT GTT ATT TT 245 exon 2
SOCS1 reverse TAG GAG GTG CGA GTT CAG GT exon 2
SOCS3 forward TGG TCA GCT GGT CTC CTT TT 231 exon 2
SOCS3 reverse CCC ATC CAG GCT GAG TAT GT exon 2
SH-P2 forward TGG CCA GAC AGA AGC ACA G 165 exon 3
SH-P2 reverse GGC TCT GAT CTC CAC TCG TC exon 3
NF-kB p50 forward ACA AAT GGG CTA CAC CGA AG 238 exon 23
NF-kB p50 reverse ATG GGG CAT TTT GTT GAG AG exon 24
NF-kB p65 forward CCT GGA GCA GGC TAT CAG TC 213 exon 5
NF-kB p65 reverse ATC TTG AGC TCG GCA GTG TT exon 7
MCP1 forward CCC CAG TCA CCT GCT GTT AT 171 exon 2
MCP1 reverse TGG AAT CCT GAA CCC ACT TC exon 3
h36B4 forward AAC ATG CTC AAC ATC TCC CC 397 exon 6
h36B4 reverse CCG ACT CCT CCG ACT CTT C exon 8
doi:10.1371/journal.pone.0010882.t001
Table 2. List of antibodies used for immunocytochemistry.
antigen host type source dilution
human IL-6 mouse monoclonal, IgG2a Acris, Herford, Germany 1:100
human CD126 (IL-6R) mouse monoclonal, IgG1 Acris, Herford, Germany 1:100
human gp130 rabbit polyclonal, IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany 1:100
human pSTAT3 (Tyr705) mouse monoclonal, IgG1 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 1:100
human SOCS3 (H-103) rabbit polyclonal, IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany 1:100
human SH-PTP2 (C-18) rabbit polyclonal, IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany 1:100
human NF-kB p65 (F-6) mouse monoclonal, IgG1 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany 1:100
doi:10.1371/journal.pone.0010882.t002
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Supporting Information
Figure S1 Gene regulation of NF-kB p65. Time- and concen-
tration-dependent palmitate and LPS effects on NF-kB p65
mRNA expression (A, B). All bars indicate difference to medium
control. For each measurement a medium treated control was
used. Data are shown as mean and SEM. Significant differences
are indicated by lines. mRNA was normalized to natural logarithm
LN.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0010882.s001 (0.30 MB TIF)
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Hintergrund:  Blasenentzündungen  (Zystitiden)  sind  neben  dem  Blasenkarzinom  die 
häufigsten Erkrankungen der Harnblase. Etwa 20‐30 % der erwachsenen Frauen haben 
ein‐ oder mehrmals pro Jahr eine Episode dysurischer Beschwerden, davon entspricht 
die Hälfte einer akuten Zystitis. Neben den bakteriellen Infektionen treten zunehmend 
abakterielle  Zystitiden  (Interstitielle  Zystitis,  Overactive  Bladder  Syndrom)  auf.  Trotz 
Entzündungsreaktionen der Harnblasenwand sind keine Krankheitskeime nachweisbar. 
Die Diagnose akuter Harnwegsinfekte erfolgt u. a. über die Bestimmung mikrobieller 
Strukturen und Zytokine wie IL‐6 im Urin.     
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Harnwegsinfekte  werden  häufiger  bei  Patienten mit  Stoffwechselerkrankungen  wie 
dem  Type‐2‐Diabetes  (T2DM)  diagnostiziert  als  bei  Patienten  mit  normalem 
Glukosestoffwechsel.  Die  Mechanismen,  die  dieser  höheren  Prävalenz  zu  Grunde 
liegen, sind noch nicht nachhaltig geklärt. Es  ist bekannt, dass die Expressionsmuster 
der  Zytokine  IL‐6  und  MCP‐1  beim  T2DM  im  Blut  erhöht  sind.  Dies  könnte  die 
Entwicklung  einer  Harnwegsinfektion  begünstigen.  Erhöhte  Konzentrationen  freier 
Fettsäuren, wie sie  in adipösen Patienten beobachtet werden,  induzieren nicht nur  in 
Zellen  des  Immunsystems  sondern  auch  in  anderen  Zelltypen  (Adipozyten, 
Skelettmuskelzellen) die Zytokine IL‐6 und MCP1. Studien zeigten bereits in kultivierten 
humanen Detrusormyozyten eine zeit‐ und konzentrationsabhängige IL‐6‐ und MCP‐1‐
Expression  nach  Stimulation  mit  den  Zytokinen  IL‐1β  und  TNF‐α.  Die  Reaktionen 
humaner  Detrusormyozyten  auf  Veränderungen  des  Fettstoffwechsels  stellten  die 
Grundlage für nachfolgende Untersuchungen dar.  
Neben  Entzündungen  könnten  auch  Störungen  der  Mikrozirkulation  oder 
Veränderungen  der mechanischen  und  dynamischen  Eigenschaften  der  Harnblasen‐
wand bei abakteriellen Zystitiden konterkarieren. Studien beobachteten im Suburothel 
der Harnblase zwischen Urothel und Detrusormuskulatur einen eigenständigen Zelltyp, 
die  suburothelialen Myofibroblasten. Welche morphologischen  Eigenschaften  sie  im 
funktionellen Verband der Harnblasenwand aufweisen ist noch unklar. 
 
Wissenschaftliche Fragestellung: Eigene Untersuchungen prüften Kenntnisse über die 
Harnblasenwand  als  funktionelle  Einheit,  um  in  weiterführenden  Stimulations‐
experimenten  an  kultivierten  humanen  Detrusormyozyten,  die  Wirkung  von 
Lipopolysacchariden  (LPS) und Palmitat auf das  funktionelle  Synzytium beurteilen  zu 
können.  Folgende  Fragen wurden einer Klärung  zugeführt: Welche  strukturellen und 
funktionellen Eigenschaften besitzen suburotheliale Myofibroblasten  in der Harnblase 
in Bezug auf Zell‐Zell‐Kontakte und Zellkommunikation? Welchen Einfluss hat LPS auf 
die  IL‐6‐Expression kultivierter Detrusormyozyten? Welchen  zeit‐ und konzentrations‐
abhängigen Effekt haben  LPS und Palmitat  (freie Fettsäure) auf die  IL‐6‐ und MCP‐1‐
Expression  kultivierter  Detrusormyozyten?  Des  Weiteren  wurde  geprüft,  ob  eine 
autokrine  und/oder  endokrine  Regulation  des  IL‐6‐Signalwegs  vorliegt.  Im  Fokus 
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standen  insbesondere  die  IL‐6‐  und  MCP‐1‐Expression  und  deren  regulatorischen 
Proteine gp80, gp130, NF‐κB, STAT3, SOCS3 und MEK1.        
 
Methoden: Die für die Untersuchungen verwendeten Biopsien wurden nach radikalen 
Zystektomien,  durchgeführt  bei  Turmorpatient(inn)en,  entnommen.  Für  die 
Kultivierung  von  suburothelialen  Myofibroblasten  und  Detrusormyozyten  wurden 
makroskopisch  unauffällige  Bereiche  der  Gewebeproben  genutzt.  Die  Analyse  der 
Kopplungseigenschaften  der  kultivierten  Myofibroblasten  und  Detrusormyozyten 
erfolgte  zum  einen  in  lebenden  Zellen  mittels  Farbstoffinjektionen  (Lucifer‐Yellow, 
Neurobiotin) und  zum  anderen über die  immunhistologische Analyse der Connexine 
Cx43 und Cx45. Die mRNA Expression von αSMCA, Cx43 und Cx45 wurde mittels Real 
Time PCR quantifiziert.  
Kultivierte humane Detrusormyozyten wurden  zeit‐ und  konzentrationsabhängig mit 
LPS und Palmitat stimuliert. Die Expression und Sekretion der Zytokine IL‐6 und MCP‐1, 
der  Rezeptoren    gp80,  gp130,  der  Transkriptionsfaktoren  NF‐κB/pNF‐κB  und 
STAT3/pSTAT3  sowie  der  regulatorischen  Proteine  SOCS3  und  SHP2 wurden mittels 
molekularbiologischer Methoden  (Real Time PCR, ELISA, Western Blot, Dot Blot) und 
konfokaler  Immunofluoreszenzmikroskopie  analysiert.  In  Inhibitionsexperimenten 
wurde  der  Einfluss  von NF‐κB  und MEK1  auf  die  Regulation  von  IL‐6  und MCP‐1  in 
Abhängigkeit von Palmitat untersucht.      
 
Ergebnisse: Die humanen suburothelialen Myofibroblasten und die Detrusormyozyten 
stehen  in engem Kontakt  zum Kapillarnetz. Dies ermöglicht den Zellen die Sekretion 
von  Substanzen  ins  Blut  und  damit  eine  endokrine  Regulation  von  Signalwegen.  In 
Zellkultur  bilden  humanen  Myofibroblasten  und  Detrusormyozyten  über  die 
Expression der Connexine Cx43 und Cx45 funktionelle Synzytien. Dies ermöglicht einen 
schnellen  Stoff‐  und  Informationsaustausch  zwischen  benachbarten  Zellen  und  ist 
Voraussetzung für eine parakrine Regulation kontraktiler und sekretorischer Aktivitäten 
der Harnblasenwand.    
Die Detrusormuskulatur sowie kultivierte Detrusormyozyten zeigen immunhistologisch 
eine  statistisch  relevante Expression des Zytokins  IL‐6. Nach der Stimulation mit  LPS 
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wird  in  kultivierten  Detrusormyozyten  ein  kurzzeitiger  Anstieg  (bis  3h)  der  IL‐6‐
Expression auf mRNA‐Ebene und eine stetige Erhöhung der  IL‐6‐Expression über 48h 
auf Proteinebene beobachtet. Die Stimulation mit Palmitat zeigt einen kontinuierlichen 
Anstieg  der  IL‐6‐Expression  auf mRNA‐Ebene  über  24h  und  auf  Protein‐Ebene  über 
48h.  LPS  (0,1‐10  µg/ml)  verdeutlicht  im  Gegensatz  zum  Palmitat  (0,125‐0,5  mM) 
keinen  konzentrationsabhängigen  Effekt  auf  die  IL‐6‐Expression.  LPS  (bis  3h)  und 
Palmitat (bis 48h) induzieren eine zeitabhängige Regulation der IL‐6‐Signalkaskade über 
pSTAT3  und  Feedbackmechanismen  via  SOCS3.  Palmitat  zeigt  sowohl  zeit‐  als  auch 
konzentrationsabhängig  einen  höhere  Expression  und  Sekretion  von  IL‐6  als  LPS.  Im 
Gegensatz  zur  IL‐6‐Expression  wird  MCP‐1  nur  kurzfristig  durch  LPS  (bis  3h)  und 
Palmitat  (bis  16h)  induziert.  Weiterführende  Inhibitionsexperimente  zeigen  in 
kultivierten  Detrusormyozyten  die  Induktion  der  IL‐6‐Expression  via  NF‐κB.  Die  
Expression von MCP‐1 wird sowohl über NF‐κB als auch MEK1 reguliert.  
 
Fazit:  Kultivierte  suburotheliale Myofibroblasten  und  Detrusormyozyten  zeigen  eine 
physiologisch  relevante  Kopplung  der  Zellen  über  Cx43  und  Cx45.  Diese 
Kopplungsstrukturen  ermöglichen  kontraktile  oder  sekretorische  Aktivitäten  der  in 
einem  Synzytium  organisierten  Zellen.  Kultivierte  Detrusormyozyten  werden  durch 
bakterielle Stimulie  (LPS) und metabolische Veränderungen  (Palmitat)  stimuliert. Die 
Reaktion der Zelle auf diese Stimuli weist sie als immunologisch kompetente Zellen mit 
der  Expression,  Akkumulation  und  Sekretion  der  Zytokine  IL‐6  und MCP‐1  aus.  Die 
durch  Palmitat  verstärkte  Induktion  der  IL‐6‐Expression  in  kultivierten  humanen 
Detrusormyozyten  verweist  auf  einen  möglichen  Zusammenhang  zwischen 
diabetischem Stoffwechsel und abakteriellen Infektionen der Harnblase.  
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